Etablierung eines ELISAs zum Nachweis von Autoantikörpern gegen Desmocollin 1, 2 und 3 in Seren von Patienten mit Pemphigus-Erkrankung by Heber, Barbara
Aus der Klinik für Dermatologie und Allergologie 
 
Geschäftsführender Direktor: Prof. Dr. med. M. Hertl 
 
 
des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universität Marburg 
 











Etablierung eines ELISAs zum Nachweis von Autoantikörpern gegen   





Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades  
 





dem Fachbereich Medizin der Philipps-Universität Marburg vorgelegt von  
 
 





































Angenommen vom Fachbereich Medizin der Philipps-Universität  
Marburg am 25.02.2010   
 
Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs    
 
Dekan: Prof. Dr. M. Rothmund 
Referent: Prof. Dr. M. Hertl 
Correferent: PD Dr. Dr. H. G. Wahl 






























Abbildungsverzeichnis ................................................................................................ VI 
Tabellenverzeichnis...................................................................................................VIII 
Abkürzungsverzeichnis ............................................................................................... IX 
1 Einleitung.................................................................................................................. XI 
1.1 Die Haut............................................................................................................. XI 
1.1.1 Die Epidermis .............................................................................................2 
1.1.2 Die Dermis ..................................................................................................3 
1.1.3 Die Subkutis ...............................................................................................4 
1.1.4 Dermoepidermale Junktionszone ...........................................................4 
1.1.5 Desmosomen .............................................................................................4 
1.1.6 Desmocolline ..............................................................................................7 
1.1.7 Weitere desmosomale Proteine ..............................................................8 
1.1.7.1 Desmogleine .................................................................................8 
1.1.7.2 Desmoplakine ...............................................................................9 
1.1.7.3 Plakoglobin ..................................................................................10 
1.2 Das Immunsystem ............................................................................................10 
1.2.1 Funktionen der Lymphozyten ................................................................11 
1.2.2 Toleranz und Autoimmunität..................................................................15 
1.3 Pemphigus .........................................................................................................17 
1.3.1 Pemphigus vulgaris .................................................................................19 
1.3.1.1 Sonderformen des Pemphigus vulgaris..................................26 
1.3.1.2 Pemphigus vegetans .................................................................26 
1.3.1.3 Pemphigus herpetiformis ..........................................................26 
1.3.2 Pemphigus foliaceus ...............................................................................27 
1.3.2.1 Sonderformen des Pemphigus foliaceus................................28 
1.3.2.2 Fogo selvagem ...........................................................................28 
1.3.2.3 Pemphigus erythematosus (Senear-Usher-Syndrom) .........29 
1.3.3 IgA-Pemphigus.........................................................................................29 
1.3.4 Paraneoplastischer Pemphigus.............................................................30 
1.3.5 Medikamentös induzierter Pemphigus .................................................34 
1.4 Zielsetzung der Arbeit ......................................................................................35 
2 Material und Methoden............................................................................................37 
2.1 Das Baculovirus-Expressionssystem.............................................................37 
2.2 Verwendetes rekombinantes Protein .............................................................38 
2.3 Insektenzellkultur ..............................................................................................38 
2.4 Virusamplifikation ..............................................................................................39 
2.5 Produktion der rekombinanten Desmocolline...............................................40 
2.6 Proteinaufreinigung...........................................................................................41 
2.7 Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) ...43 
2.8 Gelfärbung..........................................................................................................45 
       Coomassie-Färbung .........................................................................................45 
2.9 Western Blot ......................................................................................................45 
2.10 Bestimmung der Proteinkonzentration.........................................................47 
2.11 Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) .........................................48 




2.12 Patienten und Kontrollen................................................................................50 
2.13 Geräte ...............................................................................................................53 
3 Ergebnisse ................................................................................................................55 
3.1 Herstellung der rekombinanten Dsc-Proteine ..............................................55 
3.1.1 Nachweis der erfolgten Transfektion und Virusamplifikation durch 
Licht- und Fluoreszenzmikroskopie ......................................................55 
3.1.2 Nachweis der rekombinanten Proteine mittels Western Blot ...........56 
3.1.3 Etablierung des ELISA............................................................................58 
3.1.3.1 Detektion von Antikörpern des Typs IgG und IgA.................59 
3.1.3.2 Versuchsmodifizierung ..............................................................60 
3.1.4 Nachweis der rekombinanten Desmocolline mittels ELISA..............61 
3.2 Testung von Patienten und Negativkontrollen auf Autoantikörper gegen 
Dsc mittels ELISA .............................................................................................63 
3.2.1 Klassifizierte Patienten mit Pemphigus vulgaris .................................63 
3.2.2 Patienten mit IgA-Pemphigus, PNP und atypischem Pemphigus ...65 
3.2.3 Patienten mit Verdacht auf Pemphigus................................................66 
3.3 Testung ausgewählter Patienten mittels Western Blot ...............................68 
3.3.1 Western Blot einer gesunden Kontrollperson .....................................68 
3.3.2 Testung des Patienten mit PNP ............................................................69 
3.3.3 Testung des Patienten mit IgA-Pemphigus .........................................70 
3.4 Autoantikörper gegen Dsc bei Patienten mit atypischem Pemphigus......70 
3.4.1 Patient #1 mit atypischem Pemphigus .................................................70 
3.4.2 Patient #2 mit atypischem Pemphigus .................................................71 
4 Diskussion .................................................................................................................75 
4.1 Etablierung des ELISA .....................................................................................77 
4.2 Versuchsmodifizierung .....................................................................................77 
4.3 Autoantikörper-Reaktivitäten von PV-Patienten gegen Dsc ......................78 
4.4 Autoantikörper-Reaktivitäten von Patienten mit IgA-Pemphigus ..............79 
4.5 Autoantikörper-Reaktivitäten von Patienten mit PNP..................................80 
4.6 Autoantikörper-Reaktivitäten von Patienten mit atypischem Pemphigus 80 
4.7 Dsc als Autoantigene der Pemphigus-Erkrankung......................................81 
4.8 ELISA als diagnostisches Tool zur Detektion von anti-Dsc-Antikörpern .85 
4.9 Pathogenität der anti-Dsc-Autoantikörper .....................................................87 
4.10 Ausblick.............................................................................................................88 












Abb. 1.1  Schematische Struktur eines Desmosoms (nach Waschke,  
   2008) 
Abb. 1.2 Ultrastruktur der Desmogleine und Desmocolline (aus Hu-
ber, 2003) 
Abb. 1.3  Ultrastruktur eines Immunglobulins (aus Hof et al., 2005) 
Abb. 1.4a  Ultrastruktur eines IgG-Immunglobulins (aus Hof et al.,  
   2005) 
Abb. 1.4b  Ultrastruktur eines IgA-Immunglobulins (aus Hof et al.,  
   2005) 
Abb. 1.5  Die Desmoglein-Kompensationstheorie (nach Amagai,  
   1999a)  
Abb. 3.1 Darstellung virusinfizierter SF-21-Zellen mittels Licht- und 
Fluoreszenzmikroskopie 
Abb. 3.2a:   Rekombinante Proteine, die die extrazelluläre Domäne von  
   Dsg3, Dsg1 und Dsc1-3 darstellen 
Abb. 3.2b Nachweis der rekombinanten Proteine mittels Western Blot 
(nach Müller et al., 2009) 
Abb. 3.3a IgG-Reaktivität gegen Dsg3 und Dsc1-3 bei Patienten mit 
PV in verschiedenen Krankheitsstadien (akut, chronisch, in 
Remission) 
Abb. 3.3b IgG-Reaktivität gegen Dsg3 und Dsc1-3 bei Patienten mit 
PV mit unterschiedlichen klinischen Phänotypen (mukosal, 
mukokutan, kutan) 
Abb. 3.4a IgG-Reaktivität gegen Dsg3/1 und Dsc1-3 bei Patienten mit 
IgA-Pemphigus, PNP und atypischem Pemphigus 
Abb. 3.4b IgA-Reaktivität gegen Dsg3/1 und Dsc1-3 bei Patienten mit 
IgA-Pemphigus, PNP und atypischem Pemphigus 




Abb. 3.5a Darstellung der IgG-Reaktivität gegen Dsg3 und Dsc1-3 
von 32 Patienten mit Verdacht auf eine Pemphigus-
Erkrankung 
Abb. 3.5b IgA-Reaktivität gegen Dsg3 und Dsc1-3 von 32 Patienten 
mit Verdacht auf eine Pemphigus-Erkrankung 
Abb. 3.6 Western Blot einer gesunden Kontrollperson 
Abb. 3.7 Testung des PNP-Patienten mittels Western Blot (nach Mül-
ler et al., 2009) 
Abb. 3.8 Western Blot des IgA-Pemphigus-Patienten (nach Müller et 
al., 2009) 
Abb. 3.9 Nachweis von Antikörpern gegen Dsc1 bei Patient #1 mit 
atypischem Pemphigus im Western Blot (nach Müller et al., 
2009) 
Abb. 3.10 Klinischer Verlauf von Patient #2 mit atypischen Pemphigus 
(aus Müller et al., 2009) 
Abb. 3.11 Histologische Untersuchung und Immunfluoreszenz (nach 
Müller et al., 2009) 
Abb. 3.12 IgA-Western Blot im Verlauf (aus Müller et al., 2009) 
Abb. 3.13 IgG-Western Blot im Verlauf 





Tab. 1.1 Klassifikation der Pemphigus-Erkrankung (nach Hertl und   
  Schuler, 2002a; Hashimoto, 2003) 
Tab. 3.1 Nachweis der rekombinanten Dsc im ELISA 
 





ABTS  2,2`-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) 
 
APC  Antigen-präsentierende Zelle (antigen presenting cell) 
 
aqua dest  destilliertes Wasser 
 
BP  bullöses Pemphigoid 
 
CD  Differenzierungsmerkmal (cluster of differentiation) 
 
Dsc  Desmocollin 
 
Dsg  Desmoglein 
 
Dsg3EC1-5 Baculoprotein, welches die gesamte Ektodomäne des  
 
Desmoglein 3  beinhaltet 
 
ECL  Enhanced Chemoluminescence 
 
ELISA  Enzyme-linked-immunosorbent-assay 
 
FS  Fogo selvagem 
 
g  Erdschwerebeschleunigung 
 
His  Histidin 
 
HLA  Humanes Leukozytenantigen 
 
IEN  Intraepidermale neutrophile Dermatose 
 
Ig  Immunglobulin 
 
kD  Kilodalton 
 
M  molar 
 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex (major histocompatibility     
complex) 
 
min  Minute 
 
ml  Milliliter (10-3 Liter)  
 
MW  Molekulargewicht (molecular weight) 
 




MWCO  molecular weight cut off 
 
µl  Mikroliter (10-6 Liter)  
 
OD  optische Dichte 
 
PBS  phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate-buffered-saline) 
 
PF  Pemphigus foliaceus 
 
PNP  Paraneoplastischer Pemphigus 
 
PV  Pemphigus vulgaris 
 
ROC   receiver operating characteristic 
 





SPD  subkorneale pustulöse Dermatose 
 
TCR  T-Zellrezeptor (T cell receptor) 
 
Th  T-Helferzelle 
 
Tr  regulatorische T-Zelle 
 















1.1 Die Haut 
Die Haut grenzt den menschlichen Körper von seiner Umwelt ab und nimmt 
beim Erwachsenen eine Fläche von 1,5 - 2 m² ein; sie wiegt 3,5 – 10 kg und ist 
somit das größte Organ des Menschen. Sie erfüllt lebenswichtige Funktionen 
wie den Schutz vor Wasserverlust und schädigenden Einflüssen aus der Au-
ßenwelt wie mechanischen Belastungen, chemischen Agenzien und Strahlen-
einwirkungen sowie vor zahlreichen Krankheitserregern wie beispielsweise Bak-
terien und Viren. Zudem ist sie der Sitz von Sinnesorganen (Mechano- und 
Thermorezeptoren sowie Nozizeptoren) und spielt durch ihre Gefäße und 
Schweißdrüsen eine wichtige Rolle in der Thermoregulation.  
Die Hautdecke („Integumentum commune“) besteht aus der Kutis und der Sub-
kutis; die Kutis wiederum gliedert sich in Epidermis und Dermis (s.u.). Die Haut 
besitzt im wesentlichen zwei unterschiedliche Oberflächenreliefs: die Leisten-
haut, welche sich an Palmar- und Plantarflächen befindet und deren Muster 
genetisch determiniert ist, und die Felderhaut, welche die übrigen Körperober-
flächen bedeckt (Jung und Moll, 2003; Lüllmann-Rauch, 2003). 
Folgende Auflistung zeigt die Schichtung der Haut in der Übersicht: 
- Kutis:                    - Epidermis (Oberhaut)   
    - Stratum basale 
    - Stratum spinosum 
    - Stratum granulosum 
    - Stratum lucidum (nur in Leistenhaut) 
    - Stratum corneum 
   - Dermis (Corium, Lederhaut) 
    - Stratum papillare 
    - Stratum retikulare    
 
- Subkutis   
(Schiebler et al., 2002) 




1.1.1 Die Epidermis 
Bei der Epidermis handelt es sich um ein mehrschichtig verhorntes Plattene-
pithel, welches zu einem großen Teil aus Keratinozyten gebildet wird; zusätzlich 
findet man hier noch Melanozyten, Langer-Hans-Zellen, Merkelzellen und Lym-
phozyten. Nervenfasern kommen vor, jedoch keine Gefäße; die Versorgung der 
Epidermis erfolgt durch Diffusion aus der daruntergelegenen, gefäßreichen 
Dermis. Die Dicke der Epidermis beträgt abhängig von Lokalisation, Alter und 
Geschlecht 30-300 µm. Sie ist ein typisches Proliferationsgewebe. Die einzel-
nen Schichten der Epidermis bauen sich wie folgt auf: 
 
Stratum basale: Diese Schicht besteht aus einer Lage prismatischer Zellen mit 
großen Kernen und wenig Zytoplasma, die direkt der Basallamina anliegen. 
Man nennt sie Basalzellen. Normalerweise finden nur in dieser Schicht der Epi-
dermis Mitosen statt. In kleinen Gruppen liegen hier Stammzellen beieinander. 
Stratum spinosum (Stachelzellschicht): Hier befinden sich mehrere Lagen 
polygonaler Zellen; sie lassen im üblichen Präparat aufgrund artifizieller 
Schrumpfung ihre desmosomalen Kontakte besonders deutlich erkennen (da-
her „Stachelzellen“). 
Stratum granulosum: In dieser Schicht enthalten die Keratinozyten (hier „Kör-
nerzellen“) lichtmikroskopisch sichtbare basophile Keratohyalingranula und sind 
deutlich abgeflacht. Sie bilden eine bis mehrere Schichten aus. 
Stratum corneum (Hornschicht): Diese Schicht besteht aus Hornzellen, die 
keinen Zellkern und keine Organellen mehr enthalten; sie sind dicht gefüllt mit 
Tonofilamenten und einer amorphen Matrix und nehmen die Form polygonaler 
Plättchen an.  
In der Leistenhaut findet man zwischen Stratum granulosum und Stratum cor-
neum eine zusätzliche Schicht, das Stratum lucidum. Diese Schicht enthält 
Übergangsstadien zwischen Keratinozyten und Hornzellen.  




Die Keratinozyten werden im Stratum basale gebildet und durchlaufen dann in 
einem Zeitraum von in etwa drei Wochen die Schichten der Epidermis, bis sie 
im Stratum corneum abgeschilfert werden. Der Zusammenhalt der Keratinozy-
ten wird durch Desmosomen gewährleistet; Basalzellen werden durch Hemi-
desmosomen an der Basalmembran verankert (1.1.4 und 1.1.5) (Jung und Moll, 
2003; Lüllmann-Rauch, 2003). 
1.1.2 Die Dermis 
Die Dermis (Corium, Lederhaut) stellt das unter der Epidermis gelegene Binde-
gewebe dar und erstreckt sich bis in die Tiefe zum subkutanen Fett. Sie besteht 
aus Zellen und Bindegewebsfasern, welche in eine gelartige Grundsubstanz 
eingebettet sind. Die dominierenden Zellen der Dermis sind die Fibroblasten, 
ebenso kommen Histiozyten, Mastzellen sowie auch vereinzelte Melanozyten 
vor. Die wichtigsten Fasern der Dermis sind Kollagenfasern, der Typ Kollagen I 
herrscht hier vor. Zudem findet man noch Retikulinfasern (Kollagen Typ III), 
elastische Fasern und Verankerungsfibrillen (anchoring fibrils), welche aus Kol-
lagen VII bestehen. 
Die Dermis besteht aus dem Stratum papillare, welches in die Reteleisten der 
Epidermis hineinragt und durch die dermoepidermale Verbindungszone fest mit 
der Epidermis verankert ist, und aus dem Stratum retikulare.  
Stratum papillare: Dieses oberflächliche, schmale Stratum ragt zapfenförmig 
in die epidermalen Reteleisten hinein; es besteht überwiegend aus Matrix, Zel-
len und Kapillaren. 
Stratum retikulare: Hierbei handelt es sich um straffes, geflechtartiges Binde-
gewebe mit Kollagen-Typ-I-Fasern und begleitenden elastischen Fasern; diese 
Schicht verleiht der Haut ihre mechanische Wiederstandsfähigkeit. Sie zeichnet 
sich durch Reißfestigkeit und reversible Dehnbarkeit aus. Im tiefen Stratum reti-
kulare entspringen die Haarfollikel und die Schweißdrüsen (Schiebler et al., 
2002; Jung und Moll, 2003; Lüllmann-Rauch, 2003). 




1.1.3 Die Subkutis 
Sie besteht aus lockerem Binde- und Fettgewebe, in welches epifasziale Lei-
tungsbahnen der Haut eingebettet sind. Das subkutane Fettgewebe wird von 
Bindegewebszügen (Retinacula cutis) durchzogen, wodurch die Kutis ver-
schieblich an tiefer gelegenen Strukturen verankert wird (Lüllmann-Rauch, 
2003). 
1.1.4 Dermoepidermale Junktionszone 
Die Basalmembran besteht aus extrazellulären Matrixstrukturen und dient der 
Trennung unterschiedlicher Gewebe. Die Basalmembran der Epidermis ist eine 
dünne Schicht mit einem Durchmesser von ungefähr 30-150 nm; sie besteht 
aus zwei Schichten, und zwar aus der zur Epidermis hin gelegenen Lamina lu-
cida und der darunter gelegenen Lamina densa. Die Basalzellen der Epidermis 
haften fest mittels Hemidesmosomen auf der Lamina lucida; die Lamina densa 
ist durch Verankerungsfibrillen (Kollagen Typ VII) mit der Dermis verbunden. 
Beide Laminae, Fibrillen, dermale feine Kollagenfasern und Matrix bilden zu-
sammen die lichtmikroskopisch sichtbare Basalmembran; diese entspricht der 
dermoepidermalen Junktionszone.  
Im Bereich der dermoepidermalen Junktionszone kann es zur Blasenbildung 
kommen. Diese Blasenbildung ist häufig durch autoimmunologische Prozesse 
bedingt, wobei die bullösen Pemphigoid-Antigene BP180 (Kollagen XVII) und 
BP230, Laminine, Integrine und Kollagen VII als Zielantigene wirken (Moll et al., 
1998; Borradori und Sonnenberg, 1999; Jung und Moll, 2003).   
1.1.5 Desmosomen 
Als Desmosomen (Maculae adhaerentes) bezeichnet man Strukturen, über die 
die interzelluläre Adhäsion benachbarter Zellen zustande kommt (Green und 
Jones, 1996). In mehrschichtigem Plattenepithel sind die Desmosomen beson-
ders gut ausgebildet, und ihre molekulare Komposition ist komplexer als die von 
Desmosomen in einfachen Epithelien. Auch kommen solche Desmosomen in 




wenigen nicht-epithelialen Zelltypen vor, wie z.B. in Zellen des Myokards oder 
in dendritischen Retikulumzellen von Lymphfollikeln (Moll et al., 1998).  
Schematisch ist die Struktur der Desmosomen in Abb. 1.1 gezeigt: 
 
 
Abb. 1.1: Schematische Struktur eines Desmosoms 
Die desmosomalen Cadherine, Desmoglein und Desmocollin, vermitteln über ihre extrazellulä-
ren Anteile die Verbindung der Zellen untereinander. Ihre zytoplasmatischen Anteile sind direkt 
mit den intrazellulären Plaqueproteinen Plakoglobin und Plakophilin verbunden, welche den 
äußeren dichten Anteil des desmosomalen Plaques bilden (outer dense plaque, ODP). Diese 
sind wiederum über Desmoplakin, welches den inneren, weniger dichten Anteil des desmoso-
malen Plaques bildet (inner dense plaque, IDP) mit den intermediären Filamenten des Zytoske-
letts verankert (nach Waschke, 2008). 
 
Die prominenteste Struktur der Desmosomen ist der elektronendichte Plaque 
mit einem ungefähren Durchmesser von 0,5 µm. Man kann diesen in zwei Teile 
unterteilen, und zwar in einen äußeren Teil, der elektronenmikroskopisch dich-




ter erscheint, und in einen inneren, weniger dicht erscheinenden Teil. An diesen 
inneren Teil binden die intermediären Filamente (in Epithelzellen Zytokeratin- 
oder Tonofilamente).  
Der desmosomale Plaque besteht im wesentlichen aus Desmoplakin und Pla-
koglobin, zusätzlich kommen noch andere desmosomale Plaque-Proteine, wie 
Plakophilin, Envoplakin und Periplakin vor. Das Desmoplakin stellt den inneren, 
weniger dichten Teil des desmosomalen Plaques dar. An dieses Protein binden 
die intermediären Filamente (Moll et al., 1998; Hashimoto, 2003; Huber, 2003). 
Plakoglobin befindet sich im äußeren, elektronenmikroskopisch dichter erschei-
nenden Anteil des desmosomalen Plaques und ist mit den zytoplasmatischen 
Anteilen der desmosomalen Cadherine (1.1.6; 1.1.7) verbunden (Moll et al., 
1998; Huber, 2003; Waschke, 2008) (Abb.1.1).    
Für die interzelluläre Adhäsion sind Transmembranproteine, sogenannte des-
mosomale Cadherine, verantwortlich. Es handelt sich hierbei um Glykoproteine. 
Zu ihnen zählen die Desmogleine (Dsg 1,2,3 und 4) und die Desmocolline (Dsc 
1, 2 und 3). Sie verfügen jeweils über einen zytoplasmatischen, transmembra-
nösen und extrazellulären Anteil (Amagai, 1995a; Huber, 2003; Waschke, 
2008). Der zytoplasmatische Anteil bildet zusammen mit dem Plakoglobin den 
äußeren, dichten Anteil des desmosomalen Plaques. Der extrazelluläre Anteil 
der desmosomalen Cadherine spielt eine entscheidende Rolle in der Vermitt-
lung des Zellkontaktes, welcher in einer reißverschlußartigen Struktur aufgebaut 
ist (Moll et al., 1998). Der Interzellularspalt, der durch diese extrazellulären An-
teile der desmosomalen Cadherine überbrückt wird, erscheint im Elektronen-
mikroskop hell und wird als Desmoglia bezeichnet; die Breite beträgt ungefähr 
20-30 nm (Amagai, 1995a). Bei den desmosomalen Cadherinen handelt es sich 
um Ca2+-abhängige Strukturen (Windoffer et al., 2002). Dementsprechend ver-
ankern also Desmosomen einerseits das Zytoskelett aus intermediären Fila-
menten mit der Plasmamembran und sind gleichzeitig verantwortlich für die 
Verbindung der Zellen untereinander, was wichtig für die Stabilität des Gewe-
bes ist (Moll et al., 1998).  




Desmosomale Cadherine und auch Mitglieder der Plakin-Familie sind Autoanti-
gene von verschiedenen bullösen Autoimmundermatosen. Durch ihre Schädi-
gung kommt es zur Akantholyse und makroskopisch zur Blasenbildung. In die-
ser Arbeit wurden die Desmocolline als Autoantigene der Pemphigus-
Erkrankung genauer untersucht. 
1.1.6 Desmocolline 
Die Desmocolline (Dsc) gehören neben den Desmogleinen (Dsg) zur Familie 
der desmosomalen Cadherine; sie sind also Adhäsionsproteine, die für die Haf-
tung von Keratinozyten untereinander verantwortlich sind. Die genetische In-
formation für die Dsc wird auf dem Chromosom 18q12 codiert (Huber, 2003). 
Die Dsc verfügen über einen intrazellulären, transmembranösen und extrazellu-
lären Anteil (Amagai, 1995a; Huber, 2003). Alle desmosomalen und klassischen 
Cadherine werden als inaktives Precursor-Protein mit einem Signalpeptid und 
einer Prosequenz exprimiert; die Prosequenz wird im weiteren Verlauf ab-
gespalten (Amagai, 1995a). Die Dsc lassen sich in drei Untergruppen untertei-
len, nämlich in Dsc1, 2 und 3. Das jeweilige molekulare Gewicht beträgt für 
Dsc1 130 kD, für Dsc2 115 kD und für Dsc3 110 kD (Waschke, 2008). Der zy-
toplasmatische Anteil von ihnen ist kurz; alle drei Dsc kommen in einer längeren 
„a“- und kürzeren „b“-Variante vor, was durch alternatives Splicen des gleichen 
Gens zustande kommt (Moll et al., 1998). Die a- und b-Formen unterscheiden 
sich nur im Hinblick auf ihr zytoplasmatisches COOH-Aminosäurenende. Die 
kleinere b-Variante endet mit einer kurzen Aminosäurensequenz, die jeweils 
einzigartig für die entsprechende Unterform ist (z.B. sind es 11 Aminosäuren im 
Falle von Dsc1b). Die a-Varianten haben einen längeren COOH-Terminus (z.B. 
65 Aminosäuren bei Dsc1a), welche Sequenz-Homologien zu klassischen Cad-
herinen aufweisen, wie z.B. dem E-cadherin. Die Sequenzelemente an den 
COOH-Termini der a-Formen sind für die Bindung von Plaque-Proteinen ver-
antwortlich (Cheng et al., 2004).  
Abb. 1.2 zeigt die Ultrastruktur der desmosomalen Cadherine Dsg und Dsc. 
 





                   
Abb. 1.2: Ultrastruktur der Desmogleine und Desmocolline                                                     
Die desmosomalen Cadherine Desmoglein und Desmocollin werden als Precursorproteine mit 
einem Signalpeptid (SP) und einem Propeptid (P) synthetisiert. Die extrazelluläre Domäne des 
„reifen“ Proteins besteht aus den extrazellulären Cadherin-Repeats (EC) und einer juxta-
membranösen extrazellulären Anker-Domäne (EA). Der zytoplasmatische Anteil der Dsg kann 
aufgeteilt werden in eine intrazelluläre Anker-Domäne (IA), eine transmembranöse Domäne 
(TM), eine intrazelluläre cadherin-spezifische Domäne (ICS), einen intrazellulären Prolin-reichen 
Linker (IPL), eine sich wiederholende Einheitsdomäne (RUD) und eine C-terminale Desmoglein-
spezifische Enddomäne (DTD). Dsc ´a` Varianten verfügen über kürzere zytoplasmatische Do-
mänen, welche die IA-, ICS- und die IPL-Domäne enthalten. Die Dsc ´b` Formen zeigen nur 
eine partielle ICS-Domäne (aus Huber, 2003). 
Die verschiedenen Dsc-Unterformen unterscheiden sich auch in ihrer Lokalisa-
tion in bestimmten Zelltypen und Schichten der Haut. Dsc2 wird in allen Gewe-
ben exprimiert, die Desmosomen bilden. Im Gegensatz dazu ist die Expression 
von Dsc1 und 3 auf Epithelien der Epidermis, des Ösophagus und der Cervix 
beschränkt; Dsc1 wird hier in den hochdifferenzierten, obersten Schichten ge-
funden, und Dsc3 tritt am meisten in den basalen und suprabasalen Schichten 
auf. Zwischen diesen Schichten verkleinert bzw. vergrößert sich die Verteilung 
von Dsc1 bzw. Dsc3 von der Oberfläche zu den basalen Zellen (Huber, 2003).  
1.1.7 Weitere desmosomale Proteine 
1.1.7.1 Desmogleine 
Die Dsg gehören neben den Dsc zur Familie der desmosomalen Cadherine. Sie 
sind ebenso wie die Dsc Ca2+-abhängige Transmembranproteine, die für die 




Verankerung von Zellen untereinander verantwortlich sind (Amagai et al., 
1995c, Windoffer et al., 2002). Man unterscheidet hier zwischen vier Untergrup-
pen, Dsg1, 2, 3 und 4 (Garrod et al., 1996; Bazzi et al., 2006). 
Dsg1 hat ein Molekulargewicht von 160 kD und enthält einen relativ langen zy-
toplasmatischen Anteil, der sich in den desmosomalen Plaque erstreckt. Es 
kommt nur in mehrschichtigen Plattenepithelien vor (Moll et al., 1998). Es stellt 
das Autoantigen des Pemphigus foliaceus (PF) und des kutanen Pemphigus 
vulgaris (PV)  dar (Emery et al., 1995; Ding et al., 1997; Amagai et al., 1999c). 
Dsg2 hat ein Molekulargewicht von 116 kD; es enthält eine sehr große intrazel-
luläre Domäne und wurde bisher in allen Desmosomen-enthaltenden Geweben 
nachgewiesen (Schäfer et al., 1994; Moll et al., 1998). 
Bei Dsg3 handelt es sich um ein 130 kD großes Protein; es kommt, wie auch 
das Dsg1, im wesentlichen nur in mehrschichtigen Plattenepithelien vor. Es 
stellt das Autoantigen des PV dar (Hashimoto et al., 1990; Amagai et al., 1991, 
1996; Karpati et al., 1993). PV-Patienten mit alleinigem mukosalem Befall rea-
gieren allein gegen Dsg3, bei PV-Patienten mit mukokutaner Manifestation sind 
Autoantikörper gegen Dsg3 und Dsg1 nachweisbar (Ding et al., 1997; Miyaga-
wa et al., 1999; Amagai et al., 1999c). 
Dsg4 (108kD) befindet sich in hochdifferenzierten Keratinozyten der menschli-
chen Epidermis und ist in Desmosomen nachweisbar, zudem wird es im Haar-
schaft und in der inneren Wurzelscheide des menschlichen Haarfollikels gefun-
den (Bazzi et al., 2006). Mutationen im Dsg4-Gen können eine kongenitale Hy-
potrichose verursachen (Shimomura et al., 2006). 
1.1.7.2 Desmoplakine 
Das Desmoplakin I hat eine Größe von 250 kD und ist ein ausschließlich intra-
zellulär vorkommendes Plaque-Protein, das in Desmosomen vorhanden ist. 
Desmoplakin II ist eine kleinere Splice-Variante, die in bestimmten Epithelien, 
wie z.B. dem mehrschichtigem Plattenepithel vorkommt. Die Desmoplakine stel-
len den inneren, weniger dichten Anteil des desmosomalen Plaques dar und 




sind für die Verankerung der intermediären Filamente des Zytoskeletts verant-
wortlich (Moll et al., 1998). Desmoplakin stellt ein Autoantigen des parane-
oplastischen Pemphigus dar (Oursler et al., 1992). 
1.1.7.3 Plakoglobin 
Hierbei handelt es sich um ein Plaque-Protein der Armadillo-Familie mit einer 
Größe von 83 kD. Es kommt auch in nicht-desmosomalen Junktionen vor. In 
Desmosomen ist es mit den zytoplasmatischen Anteilen der desmosomalen 
Cadherine verankert (Moll et al., 1998). 
1.2 Das Immunsystem 
Das Immunsystem hat die Funktion, den Organismus vor Mikroorganismen, 
Fremd- und Schadstoffen, Toxinen und malignen Zellen zu schützen (Pezzutto 
et al., 2007). Man teilt das Immunsystem in ein unspezifisches bzw. angebore-
nes System und ein spezifisches bzw. adaptives System ein. Des weiteren un-
terscheidet man noch zwischen der zellulär und der humoral vermittelten Im-
munität (Hof et al., 2005; Male, 2005). 
Die angeborene Immunität ist eine erste, schnelle Immunantwort und stellt ei-
nen relativ unspezifischen Abwehrmechanismus gegen infektiöse Erreger dar. 
Zu ihr zählen Granulozyten und das Monozyten-Makrophagen-System sowie 
auf humoraler Ebene das Komplementsystem, antimikrobielle Enzymsysteme 
und unspezifische Mediatoren wie Interferone und Interleukine. Die angeborene 
Immunität ist in der Lage, molekulare Muster zu erkennen, die mit Pathogenen 
assoziiert sind (sog. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs); hierbei 
handelt es sich um Aminosäuresequenzen, welche in der Regel in Mikroorga-
nismen zu finden sind, jedoch im normalen Wirtsgewebe nicht vorkommen. Die 
Phagozyten verfügen über spezifische Muster-Erkennungsrezeptoren (pattern 
recognition receptors; PRR), welche die PAMPs erkennen (Pezzutto et al., 
2007). 




Die adaptive Immunantwort stellt eine langsamere Immunantwort dar, für die 
das spezifische Erkennen des Erregers notwendig ist (Hof et al., 2005); wesent-
liche Bestandteile der adaptiven Immunantwort sind die B- und T-Lymphozyten, 
welche in der Lage sind, hochspezifisch auf das jeweilige Antigen zu reagieren 
und daraufhin klonal zu expandieren. Dies ermöglicht eine effektive Immunant-
wort sowie eine Gedächtnisreaktion (Pezzutto et al., 2007). Im folgenden wer-
den die Zellen der spezifischen Immunantwort genauer beschrieben.  
1.2.1 Funktionen der Lymphozyten 
Lymphozyten sind die zellulären Träger der spezifischen Immunantwort; sie 
können Antigene spezifisch erkennen und daraufhin eliminieren.  
B-Lymphozyten differenzieren im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen 
und sind verantwortlich für die humorale, das bedeutet die durch Antikörper 
vermittelte Immunität. Sie bilden zum Zweck der Antigenerkennung den B-Zell-
Rezeptor aus, ein membranständiges Immunglobulin, welches lösliche Antigene 
erkennen und binden kann (Hof et al., 2005). Wenn die B-Zelle ihr spezifisches 
Antigen erkannt hat, vermehrt und differenziert sie sich zur Plasmazelle und 
sezerniert große Mengen ihres Rezeptormoleküls in Form von Antikörpern. Al-
lerdings benötigt sie für ihre Differenzierung noch einen Kostimulus einer T-
Helfer-2-Zelle (s.u.). Die von der B-Zelle sezernierten Antikörper sind in der La-
ge, an die antigenen Strukturen hochspezifisch zu binden und diese damit zu 
neutralisieren. Antigen-Antikörper-Komplexe können daraufhin, beispielsweise 
durch Komplementaktivierung, eliminiert werden. Die sezernierten Antikörper 
werden in verschiedene Klassen unterteilt (IgM, IgE, IgG, IgA und IgD) (Hof et 
al., 2005). In Abb. 1.3 ist die Grundstruktur eines Immunglobulins schematisch 
aufgezeichnet. Da für diese Arbeit sowohl die Immunglobuline der Klasse IgG 
als auch der Klasse IgA eine besondere Bedeutung haben, sind diese ebenfalls 
bildlich aufgeführt (Abb. 1.4). 
 
 






Abb. 1.3 : Ultrastruktur eines Immunglobulins (aus Hof et al., 2005)        
Immunglobuline sind Glykoproteine, die aus zwei identischen Schwerketten sowie zwei identi-
schen Leichtketten bestehen; die Leichtketten existieren in zwei verschiedenen Formen, kappa 
(κ) und lambda (λ). Die Ketten des Immunglobulins sind über Cystinreste miteinander verbun-
den. Es existieren zwei identische Fragmente, die Antigenbindungsfähigkeit besitzen (Fab = 
antigenbindendes Fragment), sowie das nicht-antigenbindende Fc-Fragment (Fc = kristallisier-
bares Fragment), auf dem sich Bindungsstellen für den Komplementfaktor C1q befinden. So-
wohl die schwere als auch die leichte Kette zeichnen sich durch variable und konstante Domä-
nen aus (VH = variable Domäne der schweren Kette; VL = variable Domäne der leichten Kette; 











Abb. 1.4a: Ultrastruktur eines IgG-Immunglobulins (aus Hof et al., 2005)                                                          
IgG-Immunglobuline bilden den größten Anteil an Serum-Immunglobulinen; man unterscheidet 
vier verschiedene Subklassen (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4), welche sich durch verschiedene gam-
ma-(γ)-Ketten unterscheiden. Sie entfalten ihre neutralisierende Wirkung im Blut selbst oder 
aufgrund ihrer hervorragenden Diffusionseigenschaften auch im infizierten Gewebe. Zudem 
spielen sie eine wichtige Rolle beim maternalen Schutz des Feten in der Gravidität, da sie durch 
die Plazenta in den kindlichen Blutkreislauf gelangen (Hof et al., 2005; Pezzuto et al., 2007).  
 
 
Abb. 1.4b: Ultrastruktur eines IgA-Immunglobulins (aus Hof et al., 2005) 
Die meisten IgA-Immunglobuline im Serum sind Monomere; sie kommen zu ca. 15% aber auch 
als Dimere vor und selten als Polymere. IgA-Dimere werden durch die J-Kette zusammengehal-
ten. Man unterscheidet zwei verschiedene Subklassen, IgA1 und IgA2, welche sich in den Di-
sulfidbrücken in der „Hinge“-Region unterscheiden. Sie dienen im menschlichen Organismus 
zum Schutz von Schleimhautoberflächen (Hof et al., 2005; Pezzutto et al., 2007). 
T-Lymphozyten entwickeln sich im Thymus aus lymphoiden Vorläuferzellen des 
Knochenmarks und sind verantwortlich für die zellvermittelte Immunität. Sie ver-
fügen über einen antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR, T cell receptor) auf 
ihrer Oberfläche; hierbei handelt es sich um einen membranständigen Rezep-




tor, der nur kleine Bruchstücke eines Antigens erkennen kann und dies nur, 
wenn diese in den MHC-Molekülen (MHC = major histocompatibility complex) 
von antigenpräsentierenden Zellen (APC, antigen presenting cells) offeriert 
werden (Hof et al., 2005). Der genetische Aufbau des TCR wird für jede Zelle 
neu rekombiniert, so dass der Organismus über ein vielfältiges Repertoire an 
TCR verfügt. Bei den oben erwähnten MHC-Molekülen handelt es sich um so-
genannte Transplantationsantigene, die auch als „humane Leukozyten Antige-
ne“ (HLA; human leucocyte antigen) bezeichnet werden, obwohl sie letztendlich 
auf nahezu allen kernhaltigen Zellen detektiert werden können. MHC-Moleküle 
haben große Bedeutung für die T-Zell-vermittelte Immunantwort. Man unter-
scheidet zwischen MHC-Klasse-I-Molekülen, welche auf nahezu allen kernhalti-
gen Zellen des menschlichen Körpers exprimiert werden, und MHC-Klasse-II-
Molekülen, welche durch immunologisch relevante Zellen exprimiert werden, 
i.e. B-Lymphozyten, Makrophagen und dendritische Zellen. Über MHC-Klasse-I-
Moleküle werden vorwiegend Antigene präsentiert, welche sich im Zytoplasma 
der jeweiligen Zelle befinden; hierdurch können beispielsweise virusinfizierte 
Zellen erkannt und eliminiert werden. MHC-Klasse-II-Moleküle dienen jedoch 
der Präsentation von Fremdsubstanzen und Erregern, die von der Zelle aus 
dem extrazellulären Raum aufgenommen wurden (Janeway et al., 2002; Hof et 
al., 2005). 
T-Zellen tragen verschiedene Oberflächenmarker (CD, cluster of differentiation), 
anhand derer man sie unterscheiden kann. Alle T-Zellen sind Träger des Ober-
flächenmarkers CD3. Man unterscheidet zwischen CD4+-T-Helferzellen, welche 
man wiederum in CD4+-Th1-Zellen und CD4+-Th2-Zellen einteilen kann, CD8+-
T-Effektorzellen sowie regulatorischen T-Zellen (Tr).   
CD4+-T-Helferzellen erkennen Antigene, welche über MHC-II-Moleküle präsen-
tiert werden. Die beiden Zelltypen der T-Helferzellen unterscheiden sich im we-
sentlichen durch ihr Zytokinprofil, welches sie sezernieren. Bei den Th-1-Zellen, 
welche als Regulatorzellen in Entzündungsreaktionen fungieren, dominiert die 
Ausscheidung von IFN-γ, IL-2 und TNF-β, wohingegen Th-2-Zellen, welche als 
Differenzierungshilfe für B-Lymphozyten dienen (s.o.), vorwiegend IL-4, IL-6, IL-
10 und den Wachstumsfaktor TGF-β sezernieren. CD8+-T-Effektorzellen, die 




man auch als zytotoxische T-Zellen bezeichnet, erkennen über MHC-I-Moleküle 
gebundene Antigene und stellen einen wichtigen Effektor der adaptiven Immu-
nität dar, um Zellen zu zerstören, in deren Zytoplasma eine Vermehrung von 
Krankheitserregern stattfindet. Die regulatorischen T-Zellen spielen eine wichti-
ge Rolle bei der Regulation, der Modulation und der Supprimierung der Immun-
antwort (Janeway et al., 2002; Hof et al., 2005). 
1.2.2 Toleranz und Autoimmunität 
Die Aufgabe des Immunsystems ist die Identifikation und Eliminierung körper-
fremder Substanzen, wobei die Toleranz gegenüber körpereigenen Strukturen 
bewahrt werden muss. Unter Autoimmunität versteht man die Durchbrechung 
der Selbsttoleranz; sie beinhaltet die Reaktion des Immunsystems gegen kör-
pereigenes Gewebe (Male, 2005).  
 Wie oben erwähnt entstehen im menschlichen Organismus T-Zellen mit vielfäl-
tigen Rezeptorstrukturen, unter denen auch Lymphozyten sind, die mit ihrem 
Antigenrezeptor körpereigene Strukturen erkennen; der Organismus hat jedoch 
verschiedene Strategien entwickelt, um diese zu inaktivieren. Hierbei unter-
scheidet man zwischen zentralen und peripheren Mechanismen. Autoreaktive 
T-Zell-Klone werden in der Regel frühzeitig im Thymus ausgeschaltet; es gibt 
zusätzlich noch vielfältige periphere Regulationsmechanismen, durch welche 
sie inaktiviert werden können (Pezzutto et al., 2007). Trotz dieser Regulations-
mechanismen können jedoch autoimmun wirksame T-Zellen und Autoantikörper 
entstehen. Man geht davon aus, dass bestimmte Entzündungsvorgänge wie 
beispielsweise Infektionskrankheiten zu einer Aktivierung autoaggressiver T-
Zellen führen können. Hierzu werden im folgenden die Prinzipien des „molecu-
lar mimicry“ und des „Epitope Spreading“ näher erläutert. 
Unter „molecular mimicry“ versteht man die Bildung von Antikörpern und die 
Aktivierung von T-Zellen gegen menschliche Strukturproteine aufgrund deren 
Ähnlichkeit mit exogenen Antigenen oder neu generierten endogenen Antige-
nen. So können beispielsweise virale, bakterielle und pharmakologische Anti-




gene Immunreaktionen triggern, die ebenso gegen strukturell ähnliche Moleküle 
des menschlichen Körpers reagieren (Tchernev et al., 2006).  
Das zweite Prinzip, das hier näher erläutert werden soll, ist das Prinzip des 
„Epitope spreading“; dieses kann man definieren als spezifische, autoreaktive 
Lymphozytenreaktion gegen endogene Epitope, die von den primären Epitopen, 
über welche die jeweilige Krankheit induziert wird, verschieden sind und die mit 
diesen nicht kreuzreaktiv sind. Diese endogenen Epitope werden erst durch die 
Autoimmunreaktion gegen die primären Epitope zugänglich. So können sie z.B. 
durch autoimmune oder inflammatorische Prozesse, die menschliches Gewebe 
zerstören, erst erreichbar werden und rufen daraufhin eine sekundäre Autoim-
munantwort hervor. Man unterscheidet hier zwischen intramolekularem und in-
termolekularem Epitope Spreading, wobei sich ersteres innerhalb des selben 
Proteins vollzieht und sich letzteres auf unterschiedliche Proteine innerhalb des 
selben Gewebes oder Proteinkomplexes bezieht (Vanderlugt und Miller, 1996; 
Chan et al., 1998).  
Zudem geht man davon aus, dass bei Autoimmunerkrankungen auch eine ge-
netische Komponente beeinflussend wirkt; die entscheidende Rolle spielt hier-
bei das oben bereits erwähnte HLA-System (Janeway et al., 2002). Individuen 
mit bestimmten HLA-Konstellationen weisen eine höhere Empfänglichkeit für 
bestimmte Autoimmunerkrankungen auf. Dies konnte auch für die Pemphigus-














Beim Pemphigus handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, die mit einer 
intraepidermalen Blasenbildung einhergeht (Amagai, 1999a; Robinson et al., 
1999; Schmidt et al., 2000; Hertl und Schuler, 2002a). Die Inzidenz des Pem-
phigus vulgaris (PV), welcher die häufigste Form der Pemphigus-Erkrankungen 
darstellt, beträgt 0,1 bis 0,5 Neuerkrankungen pro Jahr bezogen auf 100.000 
Einwohner, wobei eine höhere Erkrankungsrate in der jüdischen Bevölkerung 
beobachtet wird (Ahmed et al., 1990). In epidemiologischen Studien wurde he-
rausgefunden, dass der PV mit bestimmten HLA-Klasse-II-Allelen assoziiert ist, 
nämlich HLA-DRβ1*0402, HLA-DRβ1*1401 (Ahmed et al., 1990, 1991) sowie 
HLA-DRβ1*0503 (Sinha et al., 1988). 
Die Pemphigus-Erkrankung manifestiert sich im klinischen Bild durch schlaffe, 
intraepidermale Blasen und Erosionen der Haut und der Schleimhäute; histolo-
gisch findet sich eine Akantholyse, weiterhin lassen sich gebundene und zirku-
lierende Autoantikörper gegen Keratinozytenoberflächenkomponenten nach-
weisen. Die Autoantikörper richten sich in den meisten Fällen gegen die des-
mosomalen Strukturproteine (Beutner und Jordan, 1964; Karpati et al., 1993; 
Amagai, 1999a; Robinson et al., 1999). Anhand der Klinik und des Autoantikör-
perprofils kann man den Pemphigus in verschiedene Untergruppen unterteilen, 
welche im folgenden genauer erläutert werden. In Tab. 1.1 sind die verschiede-











Tab. 1.1: Klassifikation der Pemphigus-Erkrankung (nach Hertl und Schuler, 






Zielantigen und Lokalisation 
Pemphigus vulgaris  
 
(incl. P. vegetans) 
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1.3.1 Pemphigus vulgaris 
Der Pemphigus vulgaris (PV) hat die höchste Inzidenz der Pemphigus-
Erkrankungen. Bevorzugt betroffen sind Menschen im mittleren Lebensalter 
(30. – 60. Lebensjahr), in sehr seltenen Fällen erkranken Kinder; Frauen und 
Männer sind gleichermaßen betroffen (Jung und Moll, 2003). 
Klinisch zeigen sich beim PV schlaffe Blasen mit klarem Inhalt auf normaler 
oder erythematöser Haut, die an beliebigen Körperstellen auftreten können. Aus 
diesen Blasen entstehen Erosionen und Krusten (Schmidt et al., 2000). Bei bis 
zu zwei Dritteln der Patienten ist anfangs die Mundschleimhaut betroffen (Ding 
et al., 1997). Die Krankheit kann auf die Mundschleimhaut beschränkt bleiben 
oder sich auf die Haut des Körpers ausbreiten. Beginnt die Erkrankung auf der 
Körperhaut, ist im weiterem Verlauf praktisch immer mit einer Beteiligung der 
Mundschleimhaut zu rechnen (Schmidt et al, 2000). Prinzipiell kann sich die 
Erkrankung auf dem gesamten Integument manifestieren, allerdings ist ein be-
vorzugter Befall des Rumpfes zu beobachten (Hertl, 2001). Die Reepithelialisie-
rung einer solchen Läsion beginnt im Zentrum und erfolgt ohne Narbenbildung, 
allerdings kann eine Hyper- oder Hypopigmentierung bestehen bleiben (Jung 
und Moll, 2003). Die klinischen Zeichen Nikolski I und II sind beim Pemphigus 
positiv (Nikolski I: Blasen lassen sich durch seitlichen Schiebedruck auf gesun-
der Haut auslösen; Nikolski II: Stehende Blasen lassen sich durch seitlichen 
Druck verschieben) (Hertl und Schuler, 2002a; Jung und Moll, 2003). 
Histologisch ist die Erkrankung charakterisiert durch einen intraepidermalen 
Verlust der Keratinozytenadhäsion, die sogenannte Akantholyse; man findet 
basale Keratinozyten am Boden der Blase, was auch als das sog. Grabstein-
muster bezeichnet wird. Typisch ist eine suprabasale Spaltbildung (Hertl und 
Schuler, 2002c). Die Dermis ist von Leukozyten infiltriert, der Tzanck-Test (be-
deutet Nachweis einer Akantholyse im Blasengrundausstrich) ist in der Exfolia-
tivzytologie positiv (Jung und Moll, 2003). 
In Seren von Patienten mit der PV-Erkrankung lassen sich Autoantikörper ge-
gen das desmosomale Cadherin Dsg3 und in vielen Fällen auch gegen Dsg1 
nachweisen (Hashimoto et al., 1990; Amagai et al., 1994; Ding et al., 1997; Ishii 




et al., 1997; Harman et al., 2000; Matsuo et al., 2001; Hertl und Schuler, 
2002b). Die Antikörperprofile richten sich danach, ob der Patient nur einen Mu-
kosabefall vorweist oder ob sowohl die Mukosa als auch die Haut betroffen ist 
(Ding et al., 1997; Amagai et al., 1999c; Harman et al., 2000). Bei einem alleini-
gen Mukosabefall sind in der Regel nur Autoantikörper gegen Dsg3 nachweis-
bar; wenn zusätzlich zur Mukosa noch die Haut involviert ist, werden auch Au-
toantikörper gegen Dsg1 gebildet (Ding et al., 1997; Amagai et al., 1999c; Miy-
agawa et al., 1999). Man erklärte sich dieses Phänomen durch die Desmoglein-
Kompensations-Theorie (Amagai, 1999a): Durch Immunfluoreszenz-
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sich Dsg3 nur in den unteren 
Schichten der Epidermis befindet (Amagai et al., 1996), wohingegen das Dsg1 
in allen Epidermis-Schichten nachweisbar ist, aber bevorzugt in den oberflächli-
chen. In der Mukosa ist diese Anordnung anders: Hier ist Dsg3 in allen Schich-
ten hoch exprimiert, wohingegen Dsg1 viel schwächer ausgebildet ist (Amagai, 
1999a).  
Die Desmoglein-Kompensations-Theorie besagt, dass sich Dsg3 und 1 in ihrer 
Adhäsionsfunktion gegenseitig kompensieren. Hat ein Patient Autoantikörper 
gegen Dsg3, so weist er in jedem Fall eine Blasenbildung der Mukosa auf, da 
Dsg1 hier nur wenig exprimiert ist und die Funktion des Dsg3 nicht kompensie-
ren kann. Die Haut ist in diesem Fall gar nicht oder nur wenig betroffen, da das 
Dsg1 hier stark exprimiert ist und so die Funktion des Dsg3 kompensieren 
kann. Hat ein Patient Autoantikörper gegen Dsg1 und 3, ist sowohl die Funktion 
von Dsg1 als auch von Dsg3 gestört, woraus ein Befall sowohl der Schleimhäu-
te als auch der Haut resultiert. Hieraus erklärt sich auch, warum Pemphigus 
foliaceus (PF)-Patienten, die charakteristischerweise anti-Dsg1-Autoantikörper 
bilden, vor allem eine oberflächliche Blasenbildung der Haut aufweisen (1.3.2) 









Abb. 1.5: Die Desmoglein-Kompensationstheorie   
Gezeigt wird die Verteilung von Dsg1 und Dsg3 in der Haut sowie in der Mukosa. In der Haut ist 
Dsg1 in allen Schichten ausgebildet, besonders stark allerdings in den apikalen. Dsg3 ist hier 
vor allem in den basalen Schichten nachweisbar. In der Mukosa zeigt sich nur eine schwache 
Dsg1- Expression, in den basalen Schichten ist es nicht nachweisbar; Dsg3 ist hier in allen 
Schichten stark ausgebildet. BMZ = Basalmembranzone (nach Amagai, 1999a).   
Das Konzept der Desmoglein-Kompensationstheorie wurde jedoch in jüngsten 
Studien kritisch diskutiert. Beispielsweise kann durch diese Theorie nicht erklärt 
werden, warum sich die Spaltbildung beim mukokutanen PV, bei dem Autoanti-
körper gegen Dsg3 und Dsg1 vorhanden sind, nur in der tiefen Epidermis befin-
det, wohingegen beim PF durch anti-Dsg1-Autoantikörper eine oberflächliche 
Blasenbildung getriggert wird. Zusätzlich wird in der Literatur auch von Pemphi-
gus-Fällen berichtet, bei denen die Autoantikörperprofile nicht mit dem klini-
schen Phänotypen korrelieren. Zudem beruht die Desmoglein-
Kompensationstheorie auf Untersuchungen in Maus-Modellen; in jüngsten Stu-
dien konnte gezeigt werden, dass sich die Expression von Dsg1 und Dsg3 in 
Mäusen deutlich von der in Menschen unterscheidet (Amagai et al., 2006; 
Spindler et al., 2007).  
Amagai et al. konnten zeigen, dass Autoantikörper gegen den NH2-terminalen 
Anteil des Dsg3 pathogen sind; die Arbeitsgruppe isolierte IgG-Autoantikörper 
aus PV-Seren und injizierte diese in Mäuse, welche daraufhin eine Blasenbil-
dung zeigten (Amagai et al., 1992). Zudem konnten die pathogenen Antikörper 




aus Patientenseren mittels Immunadsorption mit rekombinantem Dsg3-Protein 
eliminiert werden (Amagai et al., 1994; Memar et al., 1996). Ding et al. zeigten, 
dass auch IgG-Antikörper gegen Dsg1 in Seren von PV-Patienten pathogen 
sind (Ding et al., 1999). Zudem konnte gezeigt werden, dass die IgG-
Antikörpertiter gegen die gesamte Ektodomäne von Dsg3 (Dsg3EC1-5) mit dem 
Schweregrad der klinischen Aktivität des Pemphigus korrelieren (Harmann et 
al., 2001; Müller et al., 2006; Müller et al., 2008). Des weiteren konnten Müller 
et al. zeigen, dass Seren von PV-Patienten sowohl gegen konformationelle als 
auch nicht-konformationelle Epitope der Dsg3-Ektodomäne reagieren; sie führ-
ten zudem genaue Analysen der Reaktivitäten von PV-Patienten verschiedener 
Krankheitsstadien und klinischer Ausprägungen gegen die einzelnen extrazellu-
lären Domänen von Dsg3 durch und konnten feststellen, dass IgG-Reaktivitäten 
gegen den NH2-Terminus (EC1) und gegen die EC2-4 von Dsg3 mit klinisch 
aktivem PV assoziiert waren. IgG-Reaktivitäten gegen EC1-4 waren bei PV-
Patienten mit Mukosa-Befall nachweisbar und bei Patienten mit kutanem PV 
vermindert (Müller et al., 2008). 
Die Autoantikörperproduktion im Pemphigus ist polyklonal; es sind vor allem 
Antikörper vom Typ IgG4 und IgG1 nachweisbar, wobei im akuten Stadium der 
Erkrankung vorzugsweise IgG4-Antikörper detektiert werden können (Bhol et 
al., 1995; Spaeth et al., 2001). Diese Antikörper sind plazentagängig; es wurden 
Fälle beschrieben, in denen Neugeborene durch transplazentare Übertragung 
der Antikörper einer an PV erkrankten Mutter für ein paar Wochen das klinische 
Erscheinungsbild eines Pemphigus entwickelten, das dann aber vollständig ab-
heilte (Chowdhury und Natarajan, 1998; Campo-Voegeli et al., 2002). 
Zusätzlich zu den Desmogleinen wurden zwei Acetylcholinrezeptoren, nämlich 
Pemphaxin und der α9-Acetylcholinrezeptor, als potentielle Autoantigene des 
Pemphigus beschrieben (Nguyen et al., 2000a, 2000b, 2000c). Cozzani et al. 
konnten zudem anti-Desmoplakin-Antikörper in Seren von Patienten mit PV de-
tektieren (Cozzani et al., 2006). Zudem wurde in früheren Studien bei einzelnen 
PV-Patienten Reaktivität gegen Dsc von Rindern mittels Western Blot nachge-
wiesen (Dmochowski et al., 1993, 1995; Hashimoto et al., 1995b). 




Der Mechanismus, der bei Pemphigus-Patienten zur Akantholyse führt, ist noch 
nicht genau bekannt. Es gibt verschiedene Theorien, wie genau die Akantholy-
se bei Pemphigus-Patienten zustande kommt, wobei hier einige vorgestellt 
werden sollen:  
Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung von IgG aus Pemphigus-Seren an 
Adhäsionsmoleküle der Keratinozyten zu einem schnellen, vorübergehenden 
intrazellulären Ca2+-Anstieg führt; demzufolge könnten bestimmte Ca2+-
vermittelte Signaltransduktionswege im Rahmen der Autoantikörperbindung an 
die Zelloberfläche verändert sein (Seishima et al., 1995). Des weiteren wurde 
festgestellt, dass eine lokale Aktivierung von Proteasen wie Plasminogen-
Aktivator und Phospholipase C stattfindet, die eine proteolytische Abspaltung 
des extrazellulären Anteils der Dsg verursachen können (Esaki et al., 1995; 
Schaefer et al., 1996; Kitajima et al., 1999). Auch wird vermutet, dass die Auto-
antikörper direkt die Bindung der Dsg stören (Amagai et al., 1991); dieser Me-
chanismus wurde auch als „steric hindrance“ bezeichnet (Sharma et al., 2007). 
Feliciani et al. konnten zeigen, dass die Bindung von Antikörpern bei Pemphi-
gus-Patienten an Keratinozyten sowohl in vivo als auch in vitro zu einer Sekre-
tion von Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) und Interleukin-1 führt; für TNF-α  
konnte gezeigt werden, dass es an der Pathogenese der Akantholyse beteiligt 
ist, da der passive Transfer von IgG-Antikörpern aus Seren von Patienten mit 
Pemphigus-Erkrankung in Mäuse ohne TNF-Rezeptoren seltener zur Blasenbil-
dung führt als bei „normalen“ Mäusen, welche die gewöhnlichen TNF-
Rezeptoren ausgebildet haben (Feliciani et al., 2000). Caldelari et al. konnten 
zeigen, dass zumindest in vitro eine Bindung von Autoantikörpern an Dsg3 zu 
einer gestörten Verteilung von Plakoglobin, welches intrazellulär mit Dsg3 ver-
bunden ist, an der Zellmembran führt; auch dies scheint eine entscheidene Rol-
le für den Mechanismus der Akantholyse zu spielen (Caldelari et al., 2001). 
Ferner scheint auch der programmierte Zelltod, die Apoptose, eine Bedeutung 
im Mechanismus der Akantholyse zu besitzen (Wang et al., 2004). 
Im Rahmen der Pemphigus-Erkrankung wurden bereits intensive Forschungs-
anstrengungen betrieben, die sich mit der Rolle der T-Lymphozyten in dieser 
Autoimmunerkrankung beschäftigten. Wie oben bereits erwähnt, ist die Pem-




phigus-Erkrankung mit dem Vorkommen bestimmter MHC-Klasse-II-Allele as-
soziiert (Sinha et al., 1988; Ahmed et al., 1990, 1991); diese MHC-Klasse-II-
Allele kommen auch in gesunden Personen vor. Hertl et al. konnten T-Zell-
Antworten auf Dsg3 in PV-Patienten und in gesunden Kontrollpersonen, die 
entsprechende MHC-II-Allele trugen, nachweisen (Hertl et al., 1998a). Zudem 
konnte gezeigt werden, dass T-Zell-Antworten auf Dsg3 nicht nur bei den PV-
assoziierten MHC-Klasse-II-Allelen nachweisbar sind, sondern auch bei be-
stimmten DR11-Allelen, welche sehr homolog zum DRβ1*0402-Allel sind, sowie 
beim HLA-DQβ1*0301-Allel detektiert werden können (Hertl et al., 1998b). Bei 
den detektierten T-Zellen handelt es sich sowohl um T-Zellen vom Th1-, als 
auch vom Th2-Typ (Lin et al., 1997; Hertl et al., 1998a; Veldman et al., 2003; 
Veldman et al., 2004a). Patienten im akuten Krankheitsstadium zeichnen sich 
durch Autoantikörper aus, die vor allem zum IgG4-Untertyp gehören; diese Au-
toantikörper sind Th2-abhängig. Bei Patienten im chronischen Stadium der Er-
krankung dominieren Antikörper der IgG1-Klasse, welche Th1-abhängig sind 
(Bhol et al., 1995; Spaeth et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass T-
Zellen von PV-Patienten proliferieren, wenn ihnen antigene Peptide der extra-
zellulären Domäne von Dsg3 von APC präsentiert werden, und daraufhin Th2-
Zytokine, wie IL-4, IL-6 und IL-10, sowie auch Th1-Zytokine, wie IFN-γ sezer-
nieren  (Wucherpfennig et al., 1995; Lin et al., 1997; Hertl, 2000). Die bedeu-
tenden peripheren T-Zell-Klone von PV-Patienten sind CD4+-Th-Zellen; diese 
autoreaktiven CD4+-T-Zellen scheinen autoreaktiven B-Zellen Hilfestellung für 
die Autoantikörper-Produktion zu geben (Lin et al., 1997; Hertl, 2000). Da so-
wohl bei PV-Patienten als auch bei gesunden Trägern der entscheidenden 
HLA-Typen autoaggressive T-Zellen gegen die extrazelluläre Domäne von 
Dsg3 nachgewiesen wurden, stellt sich die Frage, warum bei den gesunden 
Trägern B-Zell-Toleranz gegenüber Dsg3 herrscht und sie demzufolge nicht 
erkranken. Veldman et al. identifizierten Dsg3-spezifische, regulatorische T-
Zellen (Tr), welche vor allem in gesunden HLA-Trägern detektiert werden konn-
ten; diese Zellen sezernieren IL-10 und TGF-β und inhibieren die Proliferation 
von Dsg3-spezifischen autoreaktiven T-Zell-Klonen und scheinen auf diese Art 
und Weise Bedeutung für die Erhaltung der Toleranz bei gesunden HLA-
Trägern zu haben (Veldman et al., 2004b). 




Zur Diagnosesicherung gibt es neben der klinischen Beurteilung verschiedene 
autoimmundiagnostische Methoden: Histologische Untersuchung, direkte Im-
munfluoreszenz, indirekte Immunfluoreszenz und immunserologische Tests mit 
Autoantigen-Extrakten bzw. rekombinanten Autoantigenen (Hertl und Schuler, 
2002c). So kann man anhand der histopathologischen Präparate die intraepi-
dermale Spaltbildung (Akantholyse) beobachten, welche sich aufgrund des Ad-
häsionsverlustes zwischen den epidermalen Keratinozyten manifestiert. Anhand 
der direkten Immunfluoreszenz der Haut und Mukosa lassen sich Gewebe-
gebundene IgG-Antikörper (IgA-Antikörper im Falle des IgA-Pemphigus) nach-
weisen, welche sich netzartig zwischen den Zellen der Epidermis anordnen. 
Häufig sind diese Immunglobuline mit dem Komplementfaktor C3 vergesell-
schaftet. Für die indirekte Immunfluoreszenz wird im Falle des PV Affenö-
sophagus als Substrat verwendet, hier zeigen sich interzelluläre IgG-Antikörper 
(Hertl, 2001; Hertl und Schuler, 2002c). In den letzten Jahren hat sich zuneh-
mend die Diagnostik mit Western Blot und Enzyme-linked-Immunosorbent-
Assay (ELISA) durchgesetzt (Amagai et al., 1999b; Harman et al., 2000). 
Therapeutisch wird der Pemphigus zunächst mit hohen Dosen systemischer 
Glukokortikoide behandelt; aufgrund der unerwünschten Nebenwirkungen ver-
sucht man, die Dosis der Glukokortikoide im Verlauf niedrig zu halten, indem 
man sie mit anderen Immunsuppressiva kombiniert. Als Immunsuppressivum 
der 1.Wahl gilt hier Azathioprin (Aberer et al., 1987). Ein ähnliches Wirkprofil 
wie Azathioprin weist Mycophenolat-Mofetil auf, welches in kleineren Gruppen 
von Patienten mit PV und PF erfolgreich eingesetzt wurde (Enk und Knop, 
1999). Cyclophosphamid gilt als Mittel der Wahl bei therapierefraktärem Pem-
phigus; ebenso wird Chlorambucil bei schweren Krankheitsverläufen eingesetzt 
(Fleischli et al., 1999; Shah et al., 2000; Toth und Jonkmann, 2001). Neben den 
erwähnten immunsuppressiven Therapieansätzen existieren noch Strategien, 
die darauf abzielen, zirkulierende Autoantikörper zu entfernen. Hierzu zählt die 
Plasmapherese sowie auch die Immunadsorption; letztere hat den Vorteil, dass 
man mit ihr spezifisch Immunglobuline und Immunkomplexe entfernen kann und 
dabei die Eliminierung anderer Plasmaproteine verhindert (Eming und Hertl, 
2006; Eming und Rech et al., 2006). Eine andere Therapieoption stellt die intra-




venöse Gabe von Immunglobulinen dar (Jolles, 2001). Wie bei anderen Erkran-
kungen gewinnt auch beim Pemphigus die Therapie mit monoklonalen Antikör-
pern entscheidende Bedeutung. Zu erwähnen ist hier Rituximab, welches ur-
sprünglich für die Therapie von CD20+ B-Zell-Lymphomen eingesetzt wurde 
(Hertl et al., 2007; Eming et al., 2008). Die Wirksamkeit von Rituximab zusam-
men mit Immunadsorption konnte auch für die Therapie der Epidermolysis bul-
losa aquisita gezeigt werden (Niedermeier et al., 2007). Ebenso konnte die 
Wirksamkeit des Tumor-Nekrose-Faktor-α-Inhibitors Infliximab bei einem Pati-
enten mit Therapie-refraktärem PV gezeigt werden (Jacobi et al., 2005). 
1.3.1.1 Sonderformen des Pemphigus vulgaris 
Zu den seltenen Sonderformen des PV zählen der Pemphigus vegetans sowie 
der Pemphigus herpetiformis. 
1.3.1.2 Pemphigus vegetans 
Diese seltene Pemphigus-Variante zeichnet sich dadurch aus, dass die Patien-
ten schlaffe Blasen bilden, die schnell erodieren und am Blasengrund papillo-
matöse Wucherungen ausbilden, welche man auch als Vegetationen bezeich-
net; die Läsionen können beim Eintrocknen einen warzenartigen Charakter an-
nehmen (Jung und Moll, 2003). Prädilektionsstellen sind die intertriginösen Are-
ale wie Axilla und Leistenbereich; relativ häufig ist auch eine Schleimhautbetei-
ligung. Man unterscheidet einen Typ Neumann und einen Typ Hallopeau, wobei 
der Typ Neumann durch einen aggressiveren Verlauf gekennzeichnet ist. Die 
Patienten weisen Autoantikörper gegen Dsg3 und Dsg1 auf (Hertl und Schuler, 
2002a). Zudem berichten Hashimoto et al. in einer früheren Studie von zwei 
Patienten mit dem Typ Hallopeau des Pemphigus vegetans, die Reaktivität ge-
gen Dsc vom Rind im Western Blot zeigten (Hashimoto et al., 1994).   
1.3.1.3 Pemphigus herpetiformis 
Diese seltene Variante des PV zeichnet sich durch herpetiform gruppierte Blä-
schen aus; diese ähneln klinisch der Dermatitis herpetiformis (Santi et al., 1996; 




Robinson et al., 1999; Hertl und Schuler, 2002a). Histologisch ist diese Erkran-
kung durch eine eosinophile Spongiose ohne deutliche Akantholyse gekenn-
zeichnet; im Serum sind Autoantikörper gegen Dsg1 bzw. Dsg3 detektierbar 
(Hertl und Schuler, 2002a). Fraglich ist, warum sich diese Erkrankung klinisch 
so anders darstellt als der klassische Pemphigus, da beide Erkrankungen die 
gleichen Autoantikörperprofile aufweisen. Hier wird diskutiert, dass die Autoan-
tikörper der beiden Pemphigus-Varianten verschiedene Epitope der Dsg erken-
nen könnten; so werden vielleicht im Pemphigus herpetiformis funktionell weni-
ger bedeutende Epitope erkannt, so dass hier die Autoantikörper keine deutli-
che Blasenbildung triggern können, aber inflammatorische Prozesse induzieren, 
die zu einem interzellulären Ödem und einer eosinophilen Spongiose führen 
(Amagai, 1999a). In der Literatur wird ein Fall von Pemphigus herpetiformis be-
schrieben, bei dem neben Autoantikörpern gegen Dsg1 auch IgG-
Autoantikörper gegen Dsc3 detektiert werden konnten (Kozlowska et al., 2003).  
1.3.2 Pemphigus foliaceus 
Die PF-Erkrankung ist charakterisiert durch kleine schlaffe Blasen und schuppi-
ge, krustige und erythematöse Läsionen der Haut (Amagai et al., 1995b). Im 
Gegensatz zum PV bleiben die Schleimhäute unbeeinträchtigt (Matsuo et al., 
2001). Betroffen sind vor allem die seborrhoischen Körperareale (behaarte 
Kopfhaut, Gesicht, vordere und hintere Schweißrinne) (Hertl und Schuler, 
2002a). Im histologischen Präparat sieht man, dass die Spaltbildung im ober-
flächlichen Anteil der Epidermis stattfindet, vor allem in dem Bereich, in dem 
sich das Stratum granulosum befindet (Amagai, 2002). Die Autoantikörper des 
PF richten sich gegen die extrazelluläre Domäne des Dsg1 (Emery et al., 1995), 
welches sich vor allem in den subkornealen Regionen der Haut befindet (Ding 
et al., 1999). Aufgrund dieser Tatsache ist erklärbar, warum PF-Patienten eher 
eine oberflächliche Spalt- und Blasenbildung aufweisen. Auch für den PF wurde 
nachgewiesen, dass die Antikörper, die gegen das Dsg1 gerichtet sind, patho-
gen sind (Amagai et al., 1995b). Transplazentärer Transfer der Anti-Dsg-1-
Antikörper einer Mutter auf ihr Kind induziert allerdings beim Kind in der Regel 
keine Blasenbildung. Amagai erklärte dies durch die Tatsache, dass bei Neu-




geboreren die Verteilung von Dsg3 in der Haut anders ist als bei Erwachsenen; 
bei Neugeborenen befindet es sich in der gesamten Epidermis und könnte so-
mit, der Desmoglein-Kompensationstheorie zufolge, die Funktion des Dsg1 
kompensieren (Amagai, 2002).  
Dmochowski et al. berichteten von einem Fall von PF, bei dem IgG4-
Autoantikörper gegen Dsc1a mittels Immunfluoreszenz unter Verwendung von 
COS-7-Zellen und NIH 3T3-3 Zellen nachgewiesen werden konnten (Dmo-
chowski et al., 1999); zudem konnte in früheren Studien bei einzelnen Fällen 
von PF-Patienten Reaktivität gegen bovine Dsc nachgewiesen werden (Dmo-
chowski et al., 1993, 1995). 
1.3.2.1 Sonderformen des Pemphigus foliaceus 
Hierzu zählen der in Südamerika endemisch vorkommende Fogo selvagem so-
wie der Pemphigus erythematosus (Senear-Usher). 
1.3.2.2 Fogo selvagem 
Eine Sonderform des PF stellt der sogenannte Fogo selvagem (FS; „Wildes 
Feuer“) dar, welcher in bestimmten Regionen Brasiliens endemisch ist. Das 
klinische Bild des FS ist dem des PF sehr ähnlich (Emery et al., 1995; Li et al., 
2003). Auch hier sind im Patientenserum Autoantikörper gegen Dsg1 nach-
weisbar. Es konnte gezeigt werden, dass vor allem Menschen mit einer be-
stimmten genetischen Prädisposition vermehrt an FS erkranken (Friedman et 
al., 1995); zusätzlich bestehen Anhaltspunkte, dass der Biss einer schwarzen 
Fliege der Gattung der Simuliidae mit dem Krankheitsgeschehen in Verbindung 
steht; hier wird diskutiert, ob der Speichel der schwarzen Fliege eventuell anti-
gene Substanzen enthält, die mit epidermalen Antigenen kreuzreagieren 
(Friedmann et al., 1995). In einer früheren Studie konnte bei Patienten mit FS 
eine Reaktivität gegen Rinder-Dsc im Western Blot detektiert werden (Dmo-
chowski et al., 1993). 




1.3.2.3 Pemphigus erythematosus (Senear-Usher-Syndrom) 
Diese klinische Variante des PF ist charakterisiert durch scharf begrenzte, ery-
thematöse, hyperkeratotische und schuppende Läsionen, die sich vor allem am 
Stamm und an lichtexponierten Arealen befinden (Schmidt et al., 2000; Hertl 
und Schuler, 2002a). Das klinische Bild hat somit Ähnlichkeit mit dem kutanen 
Lupus erythematodes. Im Serum sind Autoantikörper gegen Dsg1 sowie ggf. 
gegen andere desmosomale Antigene und oft antinukleäre Antikörper (ANAs) 
nachweisbar (Hertl und Schuler, 2002a). 
1.3.3 IgA-Pemphigus 
Das klinische Erscheinungsbild des IgA-Pemphigus ist charakterisiert durch 
schlaffe Bläschen oder Pusteln auf erythematöser oder normaler Haut; diese 
Pusteln tendieren dazu, kreisförmig zu konfluieren mit Krusten im zentralen Be-
reich. Prädilektionsstellen sind Axilla sowie die Leistengegend, auch Rumpf und 
die proximalen Extremitäten sind häufig mitbeteiligt; Schleimhäute sind nur sel-
ten betroffen. Die Patienten klagen häufig über Pruritus (Robinson et al., 1999). 
Die Erkrankung kann mit IgA-Gammopathien (sowohl maligne als auch be-
nigne) sowie mit Gastrointestinalerkrankungen assoziiert sein (Wallach, 1992; 
Hertl und Schuler, 2002a; Kopp et al., 2006). Die meisten Fälle des IgA-
Pemphigus haben einen chronischen, gutartigen, aber von Rückfällen gekenn-
zeichneten Verlauf (Harmann et al., 1999). Interzelluläre IgA-Ablagerungen sind 
in der direkten Immunfluoreszenz in der Epidermis detektierbar; zirkulierende 
IgA-Antikörper finden sich bei ungefähr 50% der Patienten (Kim et al., 1996; 
Hertl und Schuler, 2002a). Histologisch zeigt sich eine intraepidermale Akantho-
lyse mit starker Neutrophileninfiltration (Schmidt et al., 2000). 
Man unterscheidet zwei Typen des IgA-Pemphigus, die subkorneale pustulöse 
Dermatose (SPD-Typ) und die intraepidermale neutrophile Dermatose (IEN-
Typ) (Ebihara et al., 1991; Supapannachart et al., 1993; Hashimoto et al., 1996; 
Yasuda et al., 2000; Hashimoto et al., 2001; de Oliveira et al., 2003). Histo-
pathologisch ist der SPD-Typ durch Pusteln charakterisiert, die sich in der obe-
ren Epidermis befinden (Ishii et al., 2004); das Autoantigen ist Dsc1 (Hashimoto 




et al., 1997); IgA-Ablagerungen sind vor allem an den Zelloberflächen der obe-
ren Schichten der Epidermis detektierbar (Amagai, 1999a). Bei Patienten mit 
dem IEN-Typ können die Pusteln histopathologisch in der gesamten Epidermis 
detektiert werden; das Autoantigen ist noch nicht bekannt (Hashimoto et al., 
2002; Ishii et al., 2004); IgA-Ablagerungen befinden sich in der gesamten Epi-
dermis (Amagai, 1999a). Ishii et al. führten eine Studie zur Immunlokalisation 
der Zielautoantigene des IgA-Pemphigus durch; hierbei konnte gezeigt werden, 
dass die Autoantikörper des IEN-Typ mit Antigenen im Interzellularraum zwi-
schen den Keratinozyten reagierten, und zwar nicht in den desmosomalen Be-
reichen, sondern in den extradesmosomalen Regionen der Zellmembranen der 
Keratinozyten. Deshalb wird diskutiert, ob es sich beim Zielantigen des IEN-
Typs des IgA-Pemphigus möglicherweise um ein nicht-desmosomales trans-
membranöses Protein handelt (Ishii et al., 2004).   
In der Literatur werden zusätzlich Fälle von IgA-Pemphigus beschrieben, in de-
nen Patienten IgA-Autoantikörper gegen Dsg1 oder Dsg3 bildeten (Prost et al., 
1991; Wang et al., 1997; Karpati et al., 2000; Hashimoto et al., 2001); demnach 
könnte der IgA-Pemphigus in vier Typen aufgeteilt werden: SPD-Typ (Dsc1 als 
Autoantigen), IEN-Typ (unbekanntes Autoantigen); PV-Typ (Dsg3 als Autoanti-
gen) und PF-Typ (Dsg1 als Autoantigen) (Amagai, 1999a). Die Tatsache, dass 
kürzlich der Fall eines Patienten mit IgA-Pemphigus mit Autoantikörpern gegen 
Dsc1 und Dsg1 veröffentlicht wurde, wirft die Frage auf, ob es noch andere En-
titäten der IgA-Pemphigus-Erkrankung gibt (Kopp et al., 2006). 
1.3.4 Paraneoplastischer Pemphigus 
Der PNP ist eine blasenbildende Erkrankung, die im Gefolge gutartiger wie 
auch bösartiger Geschwülste auftritt; sie ist in 84% der Fälle mit hämatologi-
schen Neoplasien und Funktionsstörungen assoziiert (Kaplan et al., 2004; Tila-
karatne et al., 2005). Die am häufigsten mit dem PNP assoziierten Erkrankun-
gen, die bisher in der Literatur beschrieben wurden, sind folgende (in abstei-
gender Reihenfolge):  
1) non-Hodgkin-Lymphom  (38,6%) 




2) chronische lymphatische Leukämie (CLL) (18,4%) 
3) Castleman Tumor (18,4%) 
4) Thymom (maligne und benigne) (5,5%) 
5) Waldenström-Krankheit (1,2%) 
6) Hodgkin-Lymphom (0,6%) 
7) Monoklonale Gammopathie (0,6%) 
Nicht-hämatologische Neoplasien, die mit dem PNP assoziiert sind, machen 
einen Anteil von 16% aller Fälle aus; 8,6% sind Karzinome mit epithelialem Ur-
sprung, 6,2% sind Sarkome mesenchymalen Ursprungs. Bisher wurde von ei-
nem Fall berichtet, bei dem der PNP mit dem malignen Melanom assoziiert war. 
Es sind seltene Fälle der Assoziation von PNP mit dem Adenokarzinom des 
Pankreas, des Kolons, der Brust und der Prostata beschrieben, sowie mit 
squamösen Zellkarzinomen der Zunge und der Vagina (Kaplan et al., 2004). In 
einem Drittel der Fälle wird die Neoplasie erst nach der Entwicklung des PNP 
gefunden (Coelho et al., 2005). Die Mortalitätsrate des PNP ist mit über 90% 
sehr hoch (Nousari et al., 1999; Preisz et al., 2004).  
Das klinische Erscheinungsbild zeigt polymorphe Hautläsionen, die aus Blasen 
und Erosionen sowie multiformeartigen, flächenhaften Erythemen mit Epider-
molyse bestehen und den oberen Stamm und die proximalen Extremitäten be-
fallen; auf den Handinnenflächen und Fußsohlen können sich lichenoide Efflo-
reszenzen manifestieren (Robinson et al., 1999; Marzano et al., 2001; Hertl und 
Schuler, 2002a). Besonders charakteristisch ist für den PNP der hartnäckige 
und therapieresistente Befall der Mundschleimhaut (Anhalt et al., 1990; Fuller-
ton et al., 1992); hier beobachtet man Ulzerationen und Erosionen des Oropha-
rynx und einen für den PNP charakteristischen Befall des Lippenrots (Amagai et 
al., 1998). 
Histologisch manifestiert sich das Bild der Erkrankung ebenso variabel wie das 
klinische Bild; häufig beobachtet werden eine suprabasale intraepitheliale Akan-




tholyse, Keratinozytennekrosen und eine vakuolige Degeneration der Basal-
membranschicht (Anhalt et al., 1990, Schmidt et al., 2000). Autoantigene des 
PNP sind Proteine der Plakin-Familie, nämlich Periplakin, Envoplakin und Des-
moplakin I/II, die desmosomalen Proteine Dsg1 und 3 sowie die hemidesmo-
somalen Adhäsionsmoleküle HD1/Plektin und BP230 sowie ein 170 kD schwe-
res Transmembranmolekül, das noch nicht genauer identifiziert ist (Oursler et 
al., 1992; Hashimoto et al., 1995a; Amagai et al., 1998; Kiyokawa et al., 1998; 
Proby et al., 1999). Allerdings werden nicht alle diese Autoantigene von jedem 
PNP-Serum präzipitiert (Schmidt et al., 2000). Amagai et al. konnten zeigen, 
dass von 25 untersuchten PNP-Seren 25 IgG-Autoantikörper gegen Dsg3 ent-
hielten; 16 waren positiv gegen Dsg1. Des weiteren stellten sie fest, dass die 
Autoantikörper gegen Dsg3 pathogen sind, da sie in neonatalen Mäusen eine 
Blasenbildung induzierten (Amagai et al., 1998). Die Tatsache, dass es sich bei 
den Proteinen der Plakin-Familie um zytoplasmatische Proteine handelt, wirft 
die Frage auf, wie diese dem Immunsystem eigentlich „versteckten“ Proteine 
eine Immunantwort hervorrufen können. Möglich ist, nach dem molekularen 
Mechanismus des Epitope Spreading, dass die Anti-Dsg-Autoantikörper zu-
nächst Schäden an den Zellmembranen verursachen, woraufhin die intrazellulä-
ren Strukturen erst immunologisch zugänglich werden und anti-Plakin-
Autoantikörper ihre Zielantigene binden können (Amagai, 1999a; Proby et al., 
1999). Die pathophysiologische Relevanz der anti-Plakin-Autoantikörper ist 
noch nicht geklärt; möglicherweise induzieren diese Gewebereaktionen, die für 
den PNP spezifisch sind und im PV nicht beobachtet werden, wie beispielswei-
se die Keratinozytennekrose (Amagai et al., 1999a). Für diese Arbeit ist von 
Bedeutung, dass bei Fällen von Patienten mit PNP auch Autoantikörper gegen 
Dsc nachgewiesen wurden (Hisamatsu et al., 2004; Preisz et al., 2004). 
Der Mechanismus der Entstehung des PNP ist nicht hinreichend geklärt; mög-
lich ist, dass die jeweiligen Tumoren Epitope präsentieren, die den Epitopen der 
desmosomalen Proteine und der Proteine der Plakin-Familie ähneln. Im Sinne 
des Antigen Mimicry könnten diese Epitope eine primäre Immunantwort hervor-
rufen, deren Antikörper gegen die desmosomalen bzw. Plakin-Strukturen kreuz-
reagieren. Beispielsweise ist bekannt, dass Desmoplakine in Thymomen und 




Castleman-Tumoren exprimiert werden; dem gegenüber steht allerdings, dass 
die meisten der PNP-Patienten als Grundleiden ein Lymphom oder eine chroni-
sche B-Zell-Leukämie haben; es ist generell akzeptiert, dass diese Tumorzellen 
keine Desmosomen bilden oder Desmoplakine exprimieren (Oursler et al., 
1992). Trotzdem gibt es in der Literatur Evidenz dafür, dass Desmosomen und 
desmosomen-ähnliche Strukturen von Tumoren gebildet werden können; des-
mosomen-ähnliche Strukturen wurden beispielsweise bei Sarkomen, Lymph-
omen, Neuroblastomen und Meningeomen detektiert; Desmoplakine waren in 
reaktiven Lymphknoten, Tonsillen, Non-Hodgkin-B-Zell-Lymphomen und syno-
vialen Sarkomen nachweisbar (Oursler et al., 1992). Demzufolge könnten die 
Tumoren Antigene produzieren, die mit den epithelialen Antigenen kreuzreagie-
ren, woraufhin die gebildeten Autoantikörper die mukokutane Erkrankung des 
PNP induzieren (Oursler et al., 1992). 
Im Rahmen des PNP können auch schwerwiegende Lungenerkrankungen auf-
treten, was bisher bei keiner anderen Pemphigus-Erkrankung beobachtet wur-
de. So berichten beispielsweise Nousari et al. von zwei Patienten, die im Rah-
men eines PNP an Dyspnoe litten; in der endobronchialen Biopsie konnte eine 
Akantholyse nachgewiesen werden; möglicherweise verursachen die Autoanti-
körper gegen Proteine der Plakin-Familie die Akantholyse im Bronchialepithel 
(Nousari et al., 1999). Fullerton et al. berichten über einen Patienten, der eben-
falls im Rahmen eines PNP an Dyspnoe litt und bei dem im Lungengewebe 
IgG-Ablagerungen in den Interzellularräumen nachgewiesen werden konnten, 
die identisch zu denen in der Haut waren (Fullerton et al., 1992). Zudem konnte 
gezeigt werden, dass Autoantikörper aus PNP-Seren auch gegen verschiedene 
andere Gewebe gerichtet sind, wie z.B. gegen Epithelien der gastrointestinalen 
Mukosa und Harnblase, sowie auch gegen nicht-epitheliale Gewebe wie bei-
spielsweise Myokard, Niere und Leber (Oursler et al., 1992). 
Es wird kontrovers diskutiert, ob bestimmte Chemotherapeutika oder andere 
therapeutische Maßnahmen die Manifestation des PNP triggern können. Fried 
et al. berichten von einem Fall von PNP, der nach palliativer Strahlentherapie 
auftrat (Fried et al., 1993); Gooptu et al. führen drei Patienten mit chronisch 
lymphatischer Leukämie an, die innerhalb einer Woche nach Beendung einer 




Therapie mit Fludarabin an einem PNP erkrankten (Gooptu et al., 2001); in ei-
ner Studie von Preisz et al. wird über einen Ausbruch von PNP berichtet, der in 
eventuellem Zusammenhang mit einer Therapie mit Cyclophosphamid stand 
(Preisz et al., 2004). Bisher wird kontrovers diskutiert, ob tatsächlich die jeweili-
gen Therapien den PNP getriggert haben. Es wird diskutiert, ob beispielsweise 
Zytostatika wie Cyclophosphamid Tumorantigene „sichtbar“ und „zugänglich“ 
machen, und dadurch eine Antikörper-Produktion gegen die Tumorzellen indu-
zieren, welche mit kutanen Epitopen kreuzreagieren (Anhalt, 1997; Preisz et al., 
2004). Bei der Betrachtung von über 140 PNP-Fällen zeichnet sich bisher aber 
keine eindeutige Assoziation von Chemotherapeutika und der Induktion des 
PNP ab (Anhalt, 2001). 
Diagnostisch wird zur Detektion des PNP die indirekte Immunfluoreszenz mit 
Rattenblasenepithel verwendet (Liu et al., 1993), in der direkten Immunfluores-
zenz detektiert man interzellulär und an der dermoepidermalen Junktionszone 
IgG und C3 (Hertl und Schuler, 2002c). 
Abschließend sollen hier noch zusammenfassend die fünf wichtigsten Kriterien 
des PNP aufgeführt werden: 1) Polymorphe mukokutane Erosionen; 2) intraepi-
dermale Akantholyse, Keratinozytennekrosen und vakuolige Degeneration der 
Basalmembranschicht; 3) Nachweis von IgG und C3 interzellulär und an der 
Basalmembranzone in der direkten IF; 4) Serum-Antikörper, die auf Affenö-
sophagus und Rattenblasenepithel binden, und 5) Immunpräzipitation eines 
Proteinkomplexes, der Desmoplakin I/II, Envoplakin, Periplakin, das noch nicht 
genauer differenzierte 170kD-Protein, HD1/Plektin, BP230, Dsg1 und Dsg3 um-
fassen kann (Bowen et al., 2000; Schmidt et al., 2000). 
1.3.5 Medikamentös induzierter Pemphigus 
Zusätzlich zu den oben aufgeführten Pemphigus-Varianten wird in der Literatur 
auch ein medikamentös induzierter Pemphigus beschrieben, welcher meistens 
durch eine Therapie mit Arzneien getriggert wird, die Thiol- oder Schwefelgrup-
pen enthalten. Zu den Pemphigus auslösenden Medikamenten zählen D-
Penicillamin, Captopril, Propanolol, Indomethazin, Phenylbutazon, Pyridinol, 




Piroxicam und Tuberkulostatika (Huilgol et al., 1995, Brenner et al., 1997). 
Ebenfalls wurde die Induktion eines Pemphigus durch Arzneimittel nach Lang-
zeittherapie mit Interleukin-2 oder Interferon-γ beobachtet (Hertl und Schuler, 
2002a). Auch werden andere Faktoren, wie z.B. physikalische Einwirkungen 
wie Verbrennungen, operative Eingriffe, UV- und PUVA-Therapie sowie Rönt-
genbestrahlung oder Hautkontakte mit chemischen Substanzen, wie z.B. Pesti-
ziden, oder der Verzehr von Lebensmitteln mit SH-haltigen Gruppen als Auslö-
ser der Pemphigus-Erkrankung diskutiert (Schmidt et al., 2000). Die Autoanti-
körper richten sich in der Regel gegen Dsg3 und/oder Dsg1 (Brenner et al., 
1997). Das klinische Bild ähnelt meistens dem PF, kann aber auch wie der PV, 
Pemphigus herpetiformis oder Pemphigus erythematosus aussehen (Hertl, 
2001). 
1.4 Zielsetzung der Arbeit 
Es ist bekannt, dass Dsg, die zu den desmosomalen Cadherinen zählen, ent-
scheidende Zielautoantigene der Pemphigus-Erkrankung sind. Neben den Dsg 
stellen die Dsc die zweite Gruppe der desmosomalen Cadherine dar; über ihre 
Rolle als Autoantigene von bullösen Autoimmundermatosen ist weitaus weniger 
bekannt. In Japan wurde eine Studie durchgeführt, in der Patienten mit ver-
schiedenen Pemphigus-Erkrankungen auf das Vorhandensein von Autoantikör-
pern gegen Dsc untersucht wurden (Hisamatsu et al., 2004). Hier konnte ge-
zeigt werden, dass Patienten mit dem „klassischen“ PV keine Reaktivität gegen 
Dsc zeigen, aber dass in Fällen von PNP, IgA-Pemphigus und atypischem (i.e. 
klinisch polymorphem) Pemphigus Autoantikörper gegen Dsc nachgewiesen 
werden können. Bisher wurde noch keine größere Studie mit europäischen 
Pemphigus-Patienten durchgeführt, um die Rolle der Dsc als Autoantigene in 
dieser Region zu erfassen. Dieses zu untersuchen war das Ziel dieser Arbeit. 
Daraus ergeben sich als Übersicht folgende Ziele: 
- Produktion der rekombinanten Proteine Dsc1, 2 und 3 im Baculovirus-
Expressionssystem 




- Etablierung eines ELISAs zur Testung von Seren von Patienten mit klas-
sischem Pemphigus auf IgG-Reaktivität sowie Seren von Patienten mit 
atypischen Pemphigus-Erkrankungen auf IgG- und IgA-Reaktivität gegen 
Dsc1, 2 und 3 
- Charakterisierung des Autoantikörperprofils von Patienten mit klassi-
schem Pemphigus und atypischen Pemphigus-Erkrankungen gegen die 
extrazellulären Domänen von Dsc1-3 
- Untersuchung spezifischer Patientenseren mittels Western Blot-Analyse 
 
 




2 Material und Methoden 
2.1 Das Baculovirus-Expressionssystem 
Zunächst mussten die rekombinanten Dsc hergestellt werden; dafür machten 
wir uns das Baculovirus-Expressionssystem (BEVS, Baculovirus Expression 
Vector System, BD Biosciences, Heidelberg) zunutze, ein eukaryotisches Sys-
tem, welches die Möglichkeit bietet, rekombinante Proteine in Insektenzellen zu 
exprimieren und diese aufzureinigen. 
Im Baculovirus-Expressionssystem wird ein spezielles Baculovirus, nämlich das 
Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus (AcNPV) verwendet. Dieses 
Virus ist ausschließlich insektenpathogen und befällt mehr als 30 verschiedene 
Insektenspezies aus der Gattung der Lepidoptera. Die Infektion der Wirtszelle 
erfolgt durch erleichterte Endozytose bzw. durch Fusion mit der Zellmembran. 
Für diese Arbeit wurden u.a. Spodoptera frugiperda (SF)-Zellen verwendet, und 
zwar speziell SF-21-Zellen, welche besonders permissiv für das AcNP-Virus 
sind. 
Bei Baculoviren handelt es sich um doppelsträngige DNA-Viren; in das Genom 
der Baculoviren können heterologe Gene mittels eines Transfervektors einge-
schleust werden. Der verwendete Transfervektor enthält Endsequenzen, die 
homolog zu Sequenzen der verwendeten Baculovirus-DNA sind, so dass sie 
später gezielt in dieses Genom eingebaut werden. Durch Rekombination und 
Selektion werden dann infektiöse Viren mit eingebautem Fremdgen erhalten. 
Für diese Arbeit wurde Baculo-Gold-Bright-Virus-DNA verwendet. 
Um Baculoviren zur Proteinexpression zu verwenden, wurden als Wirtszellen 
Zellkulturen der Species Spodoptera frugiperda und Trichoplusia ni verwendet, 
die zu den Lepidoptera-Arten gehören. 
Vorteil dieses eukaryotischen Systems, wie es beim Baculovirus-
Expressionssystem der Fall ist, gegenüber einem prokaryotischem System ist 
die Tatsache, dass im eukaryotischen System die Proteine posttranslationell 
modifiziert werden, so dass sie sich in ihrer dreidimensionalen Struktur, ihrer 




Funktion und ihrer immunologischen Reaktivität von dem Protein der eukaryoti-
schen Ursprungszelle nur wenig unterscheiden. Solche posttranslationellen 
Modifikationen umfassen beispielsweise die Glykosilierung und Phosphorylie-
rung der Proteine (BD Biosciences, Heidelberg, 1999). 
2.2 Verwendetes rekombinantes Protein 
Die rekombinanten Dsc, die für diese Arbeit verwendet wurden, wurden im Ba-
culovirus-System exprimiert. Die Vektoren, die die Sequenzen der rekombinan-
ten Dsc enthielten, wurden freundlicherweise von Prof. Hashimoto, Kurume 
Universität, zur Verfügung gestellt; sie wurden von Dr. Ralf Müller mit lineari-
sierter  Baculovirus-DNA (Baculo-Gold-Bright-Virus-DNA, BD Biosciences, Hei-
delberg) in SF-21-Zellen kotransfiziert. Anschließend wurden die Viren in SF-
21-Zellen amplifiziert, bis ein für die Proteinproduktion ausreichender Titer er-
reicht wurde.  
Die rekombinanten Dsc entsprechen der extrazellulären Domäne der Dsc 
(Dsc1, 2 und 3 bestehen jeweils aus 5 ähnlichen, extrazellulären Domänen, 
1.1.6), enthalten N-terminal eine Signalsequenz und ein Propeptid und am 
COOH-Terminus einen E-Tag und einen His-Tag (Abb.3.2a). Der E-Tag dient 
zum Nachweis der Proteine mittels eines Anti-E-Tag-Antikörpers im ELISA oder 
im Western Blot. Der His-Tag enthält sechs Histidin-Reste, über welche die Pro-
teine mittels Nickelagarose-Affinitätschromatographie aufgereinigt werden kön-
nen (2.5; 2.6). 
2.3 Insektenzellkultur 
Für die Amplifikation der Baculoviren und für die Proteinproduktion war es nötig, 
Insektenzellen zu kultivieren. In dieser Arbeit wurden Zelllinien der Lepidoptera 
Arten Spodoptera frugiperda (SF-21, Invitrogen, Karlsruhe) für die Virusamplifi-
kation und Trichoplusia ni (High-Five, Invitrogen) für die Herstellung der rekom-
binanten Proteine verwendet.  
Die Zellen wurden zu 1×105 Zellen pro cm2 in 175 cm²-Kulturflaschen (Nunc, 
Wiesbaden) mit 30 ml Medium ausgesäht und in Adhärenz für zwei bis drei Ta-




ge bei 27°C im Wärmeschrank kultiviert. Die High-Five-Zellen haben eine Ver-
dopplungszeit von 18h, bei den SF-21-Zellen beträgt die Verdopplungszeit 24h. 
Nach zwei bis drei Tagen wurden die Zellen gesplittet und mit einer Dichte von 
1×105 Zellen pro cm2 ausgesäht. Die Kultivierung der Zellen wurde unter der 
Sterilwerkbank durchgeführt.  
Medien und Zusätze, die für die Kultivierung der Insektenzellen verwendet wur-
den: 
 
SF21:   Grace´s Insect Medium, Supplemented (Invitrogen) 
  + Penicillin/Streptomycin 1:100 (Invitrogen) 
+ hitzeinaktiviertes fötales Kälberserum 10% (FCS, fetal calf serum) (PAA, 
Cölbe) 
 
High Five:  SF 900 II SFM (serum free media) (Invitrogen)     
  + Penicillin/ Streptomycin 1:100 (Invitrogen) 
2.4 Virusamplifikation 
Um die Insektenzellen optimal zu infizieren, wurde zunächst die vorhandene 
Baculovirus-Stammlösung zu einer hochtitrigen Viruslösung amplifiziert. Dafür 
wurden Insektenzellen der Lepidoptera-Spezies Spodoptera frugiperda (Zelllinie 
SF-21, Invitrogen) mit Baculovirusüberstand infiziert. Zu beachten ist hierbei, 
dass das Verhältnis von Viren zu Insektenzellen <1 gewählt wird, so dass jede 
Insektenzelle von höchstens einem Virus infiziert wird. Das Verhältnis von Viren 
zu Insektenzellen bezeichnet man als MOI (multiplicity of infection). Die MOI 
berechnet sich nach folgender Formel: 
 
 MOI       =      Viruslösung (ml) × Virustiter (pfu/ml) 
      Zellzahl 
 
Die MOI sollte < 1 gewählt werden, um eine Rückrekombination der transfizier-
ten Baculoviren zum Wildtyp zu vermeiden. 
Die Virusamplifikation erfolgte zuerst in 25 cm²-Kulturflaschen (Nunc) mit unge-
fähr 1,5×106 Zellen und schließlich in 175 cm²-Kulturflaschen mit ungefähr 




30×106 Zellen. Es wurden ca. 30×106 SF-21-Zellen in einer 175 cm²-
Kulturflasche ausgesäht. Dabei sollten die Zellen zu 60-70% konfluent sein. Auf 
die adhärenten Zellen wurde 10 ml Kulturmedium mit einer entsprechenden 
Menge an Virus gegeben, dass sich eine MOI < 1 ergab. Die infizierten Zellen 
wurden bei RT für ca. 60 min inkubiert. Da eine gleichmäßige Verteilung der 
Viren auf die Insektenzellen gewährleistet sein sollte, wurde die Flasche wäh-
rend der Inkubationszeit regelmäßig geschwenkt. Anschließend wurde 20 ml 
neues Medium pro Kulturflasche zugegeben und die Zellen für weitere sieben 
Tage bei 27°C inkubiert. 
Bei erfolgreicher Infektion zeigte sich bereits nach zwei bis drei Tagen ein zyto-
pathologischer Effekt: Die Insektenzellen waren stark aufgetrieben und wiesen 
vergrößerte Kerne auf, was man unter dem Lichtmikroskop beobachten konnte 
(Abb. 3.1a). Zudem zeigte sich ein starker Adhäsionsverlust. Unter dem Fluo-
reszensmikroskop konnte man bei gut infizierten Zellen beobachten, dass sie 
grün leuchteten. Dies geschieht aufgrund der Tatsache, dass durch das Baculo 
Gold Bright Virus ein grün fluoreszierendes Protein (GFP, green fluorescent 
protein) koexprimiert wird, welches die infizierten Zellen unter dem Fluores-
zenzmikroskop grün leuchten lässt (Abb. 3.1b). 
Um das Virus schließlich zu gewinnen, wurde nach der Inkubation von sieben 
Tagen der Überstand aus der Flasche entnommen und die Zellen durch eine 
Zentrifugation von 10 min bei 3350 g entfernt. Daraufhin wurden die Virusüber-
stände mehrerer Kulturflaschen vereinigt und bei 4°C unter Lichtschutz gela-
gert.   
2.5 Produktion der rekombinanten Desmocolline 
Für die Proteinproduktion wurden Insektenzellen der Lepidoptera-Art Trichoplu-
sia ni (High-Five, Invitrogen) verwendet. Hierfür wurden ungefähr 30×106 Zellen 
in einer 175 cm²-Kulturflasche in 10 ml Medium ausgesäht. Nachdem die Zellen 
in die Adhärenz gegangen waren, nahm man den Überstand ab und verwarf 
ihn. Daraufhin wurden die Insektenzellen in 10 ml Medium mit Baculoviren mit 
einer MOI ungefähr gleich 10 infiziert. In diesem Falle konnte die MOI so hoch 
gewählt werden, weil die gewonnenen Kulturüberstände nicht zur Infektion neu-




er Zellen verwertet wurden; durch diese höhere MOI erhöhte sich auch die 
Wahrscheinlichkeit, dass jede Insektenzelle infiziert wurde. 
Die infizierten Zellen ließ man dann ungefähr 60 min inkubieren; dabei mussten 
die Kulturflaschen regelmäßig geschwenkt werden, um eine gleichmäßige Ver-
teilung der Baculoviren zu gewährleisten. Nach dieser Infektionszeit wurden 
weitere 20 ml frisches Medium zu den Zellen gegeben. Daraufhin ließ man die 
Zellen in den Kulturflaschen mit 30 ml Medium für drei Tage bei 27°C im Inku-
bator stehen. Danach wurden die Kulturüberstände abgenommen und für 10 
min bei 4°C und 3350 g zentrifugiert. 
Um größere Mengen an Protein zu produzieren, wurden alternativ Rollerfla-
schen (Greiner Bio-One, Frickenhausen; 2000 ml) mit 1-2×106 Zellen pro ml 
Medium verwendet, die insgesamt mit einem Volumen von 300 ml Medium be-
füllt wurden. Die Infektion mit Baculovirus erfolgte wie oben beschrieben. Die 
Insektenzellen wurden dann für drei Tage unter ständiger Rotation in Rollerfla-
schen inkubiert, danach wurde ebenfalls die Virussuspension abgenommen und 
in 50 ml-Zentrifugenröhrchen (Nunc) für 10 min bei 4°C und 3350 g zentrifu-
giert. Die proteinhaltigen Überstände wurden dann direkt weiterverwendet oder 
bis zur Proteinaufreinigung bei 4°C gelagert. 
2.6 Proteinaufreinigung 
Das Protein wurde mittels Affinitätschromatographie aufgereinigt; hierbei macht 
man sich die Affinität des Proteins zu einer bestimmten Substanz zunutze. Das 
hier benutzte rekombinante Protein verfügt über einen sechsfachen Histidinrest, 
den sogenannten sechsfachen His-Tag; dieser Histidinrest weist eine hohe Affi-
nität zu Nickel auf. Die rekombinanten Proteine wurden in der Nickelagarose 
über ihre Histidinreste an NTA (nitrilio-tri-acetic acid)-ligierte Nickelionen (Ni2+) 
gebunden. Das Protein war so in einer Propylen-Säule durch Agarose zurück-
gehalten und wurde mit Hilfe eines speziellen Puffers eluiert. Dieser Eluti-
onspuffer enthält Imidazol, welches eine höhere Affinität zu Nickel hat als das 
Histidin und somit die an die Histidinreste gekoppelten rekombinanten Proteine 
aus der Bindung mit der Nickelmatrix verdrängt. 
Der proteinhaltige Überstand wurde zunächst in Dialyseschläuche (Pierce, 
Rockford, USA) gefüllt; diese Dialyseschläuche zeichnen sich dadurch aus, 




dass sie undurchlässig für Proteine ab einem bestimmten Molekulargewicht 
sind. Für die Aufreinigung der Dsc wurde der MWCO (molecular weight cut off) 
von >10kD gewählt. Die Proteine wurden dann in diesen Dialyseschläuchen bei 
4°C gegen einfachen Bindungspuffer (5 mM Imidazol, 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-
HCl, 1 mM CaCl2 (Merck, Darmstadt) , pH 7,9) dialysiert. Die Dialyse erfolgte 
mit dreimaligem Pufferwechsel. Zuerst wurde für ca. sechs Stunden dialysiert, 
im zweiten Schritt über Nacht und am folgenden Tag ein drittes Mal für ca. zwei 
Stunden. 
 
Die Vorbereitung des Nickelagarosegels wurde folgendermaßen durchgeführt: 
Pro 50 ml dialysiertem Proteinüberstand wurde 1 ml Nickelagarose-Suspension 
(Quiagen, Hilden) benötigt (1:2 in Bindungspuffer verdünnt). Diese Suspension 
wurde in 50 ml Zentrifugenröhrchen (Nunc) gefüllt und bei 300 g für 5 min zent-
rifugiert. Daraufhin wurde der Überstand verworfen, es folgten zwei Wasch-
schritte mit je 50 ml sterilem aqua dest. Das aqua dest wurde auf die Nickelaga-
rose gegeben, bei 300 g für 5 min zentrifugiert und die entstandenen Überstän-
de wurden verworfen. Darauf folgten zwei weitere Waschschritte mit einfachem 
Bindungspuffer. Das Sediment, das man hierbei erhielt, wurde schließlich mit 
Bindungspuffer auf das Volumen der eingesetzten Nickelagarose aufgefüllt. 
 
Der dialysierte Kulturüberstand wurde in 50 ml Zentrifugenröhrchen (Nunc) ge-
füllt und mit je 1 ml der aufgereinigten Nickelagarose (1:2 verdünnt mit Bin-
dungspuffer) versetzt. Diese Röhrchen wurden dann über Nacht bei 4°C unter 
Schwenkung inkubiert. 
Am dritten Tag der Proteinproduktion wurde eine 10 ml-Polypropylen-Säule 
(Quiagen) mit einer Fritte versehen und mit Bindungspuffer gespült. Daraufhin 
wurde die Protein-Agarose-Suspension auf die Säule gegeben. Die Agarose 
wurde hierbei bis zur vollständigen Sedimentation mit der Fritte aufgefangen. 
Nachdem die komplette Suspension auf die Säule gegeben war, wurde diese 
noch mit 100 ml Einfach-Bindungspuffer gewaschen. Danach wurde das Prote-
in, welches mittels des sechsfachen His-Tags an die Nickelagarose gebunden 
war, mittels Elutionspuffer (0,5 M Imidazol, 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, 1 mM 
CaCl2 (Merck), pH=7.9) von der Nickelagarose abgelöst. Das Eluat wurde in 




zehn Fraktionen von jeweils einem Milliliter in 1,5 ml-Tubes (Eppendorf) ge-
sammelt; die einzelnen Fraktionen wurden dann mittels SDS-Gelelektrophorese 
(2.7) und anschließender Coomassie-Färbung (2.8) oder Western Blot (2.9) auf 
das Vorhandensein des spezifischen Proteins überprüft. 
Fraktionen, die Protein enthielten, wurden ggf. gepoolt und in Dialysekassetten 
(Pierce) mit einem MWCO von >10kD gegen PBS (phosphate buffered saline; 
137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,4 mM KH2PO4) mit 0,5 mM 
CaCl2 (Merck) über Nacht dialysiert. Am folgenden Tag wurde dann noch ein 
Pufferwechsel durchgeführt. Diese Dialyse erfolgte vorwiegend zu dem Zweck, 
dass verbliebene Imidazolreste aus dem Dialysat entfernt werden konnten.  
Anschließend überprüfte man die Proteinkonzentration mittels der Proteinbe-
stimmung nach Lowry (2.10) und die Spezifität der Proteine im Western Blot mit 
einem Anti-E-Tag-Antikörper (2.9); die Proteinlösung wurde in 2 ml-
Einfriertubes (Nunc) gefüllt und bis zum weiteren Gebrauch im Gefrierschrank 
bei -20°C gelagert. 
2.7 Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
Page) 
Prinzip der Natrium-Dodecylsulfat (SDS, sodium-dodecyl-sulfat)–Polyacrylamid 
Gelelektrophorese (SDS-Page) ist, die Proteine entsprechend ihrer Größe im 
elektrischen Feld aufzutrennen. Die Trennung findet in diesem Verfahren weit-
gehend unabhängig von der Nettoladung der jeweiligen Proteine statt, da das 
Natrium-Dodecylsulfat die Proteine mit einer negativen Ladung maskiert, so 
dass die eigene Ladung des Proteins kaum noch einen Einfluss auf die Tren-
nung hat. Zudem werden die Proteine in diesem Verfahren denaturiert. Sie 
wandern im elektrischen Feld durch eine engmaschige Polyacrylamid-
Gelmatrix; das hat den Effekt, dass kleine Proteine dieses Gel schneller durch-
wandern können als große Proteine. Nach der elektrophoretischen Auftrennung 
werden die Proteine entweder direkt auf dem Gel angefärbt (2.8) oder aber mit-
tels Blotten (2.9) auf einer Membran immobilisiert. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die diskontinuierliche Variante der Gele-
lektrophorese verwendet; das bedeutet, dass die Proteine zuerst ein Sammel-
gel passieren, in welchem sie zu einer scharfen Bande fokussiert werden; da-




nach wandern sie in das Trenngel ein. Es wurden 10%-ige Gele benutzt, die 
unter Verwendung folgender Reagenzien hergestellt wurden (Menge für jeweils 
6 Gele): 
 
Trenngel (10 %)      Sammelgel 
30 % Acrylamid  9,25 ml     30% Acrylamid  1,249 ml 
2 M Tris pH 8,8  5 ml    1 M Tris pH 6,8  930 µl 
10 % SDS  275 µl    10 % SDS  75 µl 
Aqua dest  13 ml    Aqua dest  5,31 ml  
10 % APS  103,3 µl   10 % APS  38 µl  
TEMED  20,63 µl   TEMED  15 µl 
 
Die Gele wurden in die Halterungen der Apparatur eingespannt und die Appara-
tur mit Laufpuffer (Tris/Glycin/SDS-Einfach-Puffer; 190 mM Glycin, 24 mM Tris, 
0,1% SDS) aufgefüllt. Die Gele verfügen jeweils über 10 Taschen, in die dann 
die Proteine bzw. der Molekulargewichtsmarker eingebracht wurden. Man ver-
wendete pro Tasche jeweils 16 µl der jeweiligen Proteinprobe, welche man mit 
4 µl Fünffach-Laemmli-Puffer (10% SDS, 50% Glycerin, 0,4 M Tris, 10% 2-
Mercaptoethanol, 0,1% Bromphenolblau) vermischte. Dieses Gemisch wurde 
für 3-5 min bei 95°C erhitzt, um die Proteine nahezu vollständig zu denaturie-
ren. Zudem wurde ein Molekulargewichtsmarker (Precision Plus Protein Dual 
Color Standart, Bio-Rad, 10-250 kDa, Nr. 161-0374) verwendet. Anhand der 
definierten Banden, die dieser Marker liefert, konnte das Molekulargewicht der 
Proteine abgelesen werden. Von diesem Molekulargewichtsmarker wurden 4 µl 
aufgetragen. 
Nach dem Auftragen der Proteinlösungen und des Markers konnten die Gele 
(10×6 cm) in die Gelelektrophoresekammer eingebracht werden; zur Auftren-
nung der Proteine stellte man 15 mA pro Gel (0,25 mA/cm2) ein und ließ die 
Gele für ca. 60 min in der Elektrophoresekammer, bis das Bromphenolblau das 
Gelende erreicht hatte. Daraufhin färbte man sie entweder direkt an oder über-
führte sie zum Blotten auf eine Nitrozellulosemembran in eine Semi-Dry-
Blotkammer. 






Um die Proteinbanden auf den Polyacrylamidgelen sichtbar zu machen, wurden 
die Gele mit Coomassie-Blau gefärbt. Dazu wurde nach Beendigung der Elekt-
rophorese das Gel für 30 min in die Coomassieblau-Färbelösung gelegt. An-
schließend entfärbte man das Gel für 30-60 min in einer Entfärber-Lösung, bis 
die angefärbten Proteinbanden sichtbar waren. Folgende Reagenzien wurden 
hierfür verwendet: 
 
Coomassieblau-Färbelösung: 1,25 g Coomassie Brilliant Blau 
    500 ml Methanol 
    100 ml Eisessig 
    400 ml aqua dest 
 
Entfärberlösung:   500 ml Methanol 
    100 ml Eisessig 
    400 ml aqua dest 
 
2.9 Western Blot 
 
Der Western Blot dient dazu, die Proteine, die in der SDS-Gelelektrophorese 
ihrem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt werden, auf eine Membran 
(in diesem Falle wurden Nitrocellulosemembranen verwendet) zu transferieren 
(blotting) und mittels eines Antikörpers sichtbar zu machen. Durch die in der 
Blottingkammer angelegte Spannung wandern die negativ geladenen Proteine 
in Richtung Anode, also zur Nitrozellulosemembran, auf welcher sie immobili-
siert werden. Die Detektion des Proteins erfolgt durch einen primären Antikör-
per, der an spezifische Epitope des auf der Membran fixierten Zielproteins bin-
det, sowie durch einen Sekundärantikörper, bei dem es sich um ein enzymmar-
kiertes anti-Immunglobulin handelt. Dieses bindet den primären Antikörper an 




dessen Fc-Teil. Daraufhin kann mittels Substratzugabe (ECL-Reagenz) das 
Protein auf der Nitrozellulosemembran sichtbar gemacht werden. 
Der Western Blot erfolgte nach dem Sandwich-Prinzip: Zunächst wurden acht 
Filterpapiere (Whatmanpapier) mit Western Blot-Transferpuffer (25 mM Tris, 
190 mM Glycin, 20% Methanol) angefeuchtet; daraufhin stapelte man vier die-
ser Filterpapiere auf die Anodenseite der Blotkammer, legte dann die Nitrocellu-
losemembran (Schleicher und Schuell, Einbeck) darauf, platzierte vorsichtig das 
Gel (Kathodenseite) auf die Nitrozellulosemembran und bedeckte dieses 
schließlich mit den verbleibenden vier Filterpapieren. Hierbei musste darauf 
geachtet werden, dass die Schichten fest übereinander lagen und sich keine 
Luftblasen bildeten. Man spannte dieses daraufhin in die Blotkammer ein und 
ließ es für 120 min bei 140 mA blotten. Nachdem der Blot beendet war, wurde 
die Nitrozellulosemembran zunächst für ein bis zwei Stunden bei RT in Blockie-
rungspuffer inkubiert, welcher sich folgendermaßen zusammensetzt: PBS + 
0,05% Tween 20 (Bio-Rad) (entspricht PBST) + 0,5 mM CaCl2 (Merck) + 5% 
fettfreies Milchpulver (Töpfer). Das Milchpulver hat die Funktion, unspezifische 
Bindungsstellen an der Membran, mit denen der Antikörper reagieren könnte, 
abzusättigen. Danach wurde der primäre Antikörper auf die Membran gegeben. 
Hierzu verwendete man einen anti-E-Tag-Antikörper (Amersham, Freiburg), der 
spezifisch an die E-Tag-Sequenz der rekombinanten Proteine bindet. Dieser 
Antikörper wurde im Verhältnis von 1:2000 in Blockierungspuffer verdünnt. Man 
ließ die mit dem primären Antikörper beschichtete Membran über Nacht bei 4°C 
auf dem Taumler inkubieren. Am nächsten Morgen erfolgten dann drei Wasch-
schritte für jeweils zehn Minuten mit Waschpuffer (PBST + 0,5 mM CaCl2 
(Merck)), um den nicht gebundenen Primärantikörper zu entfernen. Anschlie-
ßend wurde die Membran mit dem sekundären Antikörper beschichtet; hierzu 
wurde ein anti-Maus-IgG (Dako, Hamburg) verwendet, das mit dem Enzym 
Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) konjugiert war; man ver-
dünnte diesen Antikörper in einer Konzentration von 1:2000 in Blockierungspuf-
fer und ließ die mit dem Antikörper beschichtete Membran ungefähr eine Stun-
de bei RT unter Schwenkung inkubieren. Nach drei erneuten Waschvorgängen 
beschichtete man die Membran mit ECL (enhanced chemoluminescence)-




Reagenz (Amersham) für eine Minute und ließ dieses danach vorsichtig abflie-
ßen. Im nächsten Schritt wurde der Blot im Geldokumentationssystem entwi-
ckelt. 
In dieser Arbeit wurde eine ausgewählte Gruppe von Patienten mittels Western 
Blot untersucht. Anhand von diesem immunologischen Nachweisverfahren kann 
die Reaktivität von Patientenseren gegen bestimmte Proteine anhand von Ban-
den visuell dargestellt werden. Hierbei wurde der Versuch wie oben beschrie-
ben durchgeführt; es wurde lediglich anstelle des primären anti-E-tag-
Antikörpers das jeweilige Patientenserum verwendet, welches in einer Konzent-
ration von 1:200 in Blockierungspuffer verdünnt wurde. Als sekundären Antikör-
per verwendete man anstelle des anti-Maus-IgG ein anti-human-IgG (Dako) 
bzw. anti-human-IgA (Dako), welche in einer Konzentration von 1:5000 (anti-
human-IgG) bzw. 1:1000 (anti-human-IgA) in Blockierungspuffer eingesetzt 
wurden. Ansonsten erfolgte der Versuchsablauf wie oben beschrieben.  
2.10 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Nach der Dialyse des Proteins wurde die Konzentration mittels des DC Protein 
Assay (Bio-Rad) bestimmt. Das Prinzip dieser modifizierten Form der quantitati-
ven Proteinbestimmung nach Lowry beruht auf einem Farbumschlag, der ab-
hängig von der jeweiligen Proteinkonzentration stattfindet und durch eine pho-
tometrische Messung bestimmt wird. Man stellt hierfür eine Verdünnungsreihe 
aus Rinder-Serumalbumin (BSA) her, welches in bestimmten Verhältnissen mit 
dem Dialysepuffer Einfach-PBS gemischt wird; diese Verdünnungsreihe dient 
als Kalibrierungsreihe. Die Konzentrationen, die diese Verdünnungsreihe auf-
weist, sind 1360 µg/ml, 680 µg/ml, 340 µg/ml, 170 µg/ml, 85 µg/ml, 42,5 µg/ml, 
21,25 µg/ml und der Leerwert (enthält nur PBS). Die einzelnen Mischungen der 
Verdünnungsreihe sowie die zu bestimmenden Proben der Proteinlösung wur-
den in die Vertiefungen einer flachbodigen Mikrotiterplatte (Corning, Acton, 
USA) pipettiert; es wurden Doppelbestimmungen durchgeführt. Pro Vertiefung 
wurden 20 µl der jeweiligen Probe aufgetragen. Zu jedem Ansatz wurden dann 
noch 10 µl Reagenz A und 80 µl Reagenz B hinzugegeben. Nach einer Inkuba-




tionszeit von 15 bis 45 min wurde die photometrische Messung bei 655 nm 
durchgeführt.      
2.11 Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) 
Der ELISA (Enzyme-linked-immunosorbent-assay) ist ein immunologisches 
Nachweisverfahren, durch welches beispielsweise Antikörper im Patientense-
rum gegen ein bestimmtes Antigen quantitativ nachgewiesen werden können. 
Die im Serum vorhandenen Antikörper binden an Proteine, die auf einer Mikroti-
terplatte immobilisiert sind; hierbei stellen die Antikörper im Serum den Primä-
rantikörper dar. Als sekundärer Antikörper wird ein enzymgekoppelter Antikör-
per verwendet, der an den konstanten (Fc) Teil des Primärantikörpers bindet 
und nach Substratzugabe eine Farbreaktion hervorruft. Die Stärke der Farbre-
aktion, die photometrisch bestimmt wird, richtet sich nach der Konzentration des 
gebundenen Primärantikörpers aus dem Serum. 
Ziel dieser Arbeit war es, einen ELISA zur Detektion von Autoantikörpern gegen 
Dsc in Seren von Patienten mit einer Pemphigus-Erkrankung zu etablieren. Die 
hierfür notwendigen rekombinanten Dsc wurden wie in 2.5 und 2.6 beschrieben 
im Baculovirus-Expressionssystem produziert. Mittels der Proteinbestimmung 
nach Lowry ermittelte man die jeweilige Proteinkonzentration und passte dar-
aufhin die Verdünnung der Proteine in PBS für den ELISA an. Die Versuchs-
durchführung erstreckte sich über drei Tage; im Laufe der Arbeit wurde das 
Verfahren für bestimmte Testungen auf einen Ablauf von vier Tagen modifiziert. 
Am ersten Tag wurden die Proteine in PBS + 0,5 mM CaCl2 (Merck) verdünnt 
und auf eine Mikrotiterplatte (96-well polystrene plates, Corning) aufgetragen. 
Man setzte die Proteine so ein, dass sich eine Proteinkonzentration von ca. 0,5 
µg pro Kavität ergab. Es wurden jeweils 50 µl Proteinlösung pro Vertiefung der 
Mikrotiterplatte pipettiert. Die Platten inkubierten daraufhin über Nacht bei 4°C 
im Kühlschrank; dadurch wurden die Proteine auf der Mikrotiterplatte immobili-
siert. 
Am zweiten Tag wurden die ELISA-Platten zunächst sechs mal mit Waschpuf-
fer (PBS + 0,05% Tween 20 (Bio-Rad) + 0,5 mM CaCl2 (Merck))  gewaschen 
und nach jedem Waschvorgang ausgeklopft. Dieses diente der Elimination von 




ungebundenem Protein. Daraufhin beschichtete man jede Vertiefung mit 100 µl 
Blockierunspuffer (PBS + 0,05% Tween 20 (Bio-Rad) + 0,5 mM CaCl2 (Merck) + 
5% fettfreies Milchpulver), um unspezifische Bindungsstellen, mit denen der 
Antikörper unspezifisch reagieren könnte, abzusättigen. Die mit Blockierunspuf-
fer beschichteten Mikrotiterplatten ließ man ca. eine Stunde bei RT inkubieren. 
Danach wurde der Blockierungspuffer abgegossen und die in Blockierungspuf-
fer verdünnten Patientenseren auf die Platten gegeben (je 50 µl pro Vertiefung). 
Man verdünnte die Patientenseren in einer Konzentration von 1:50. Die Platten 
wurden über Nacht bei 4°C im Kühlschrank gelagert. 
Am dritten Tag wurden die Mikrotiterplatten erneut sechs mal mit Waschpuffer 
gewaschen, um ungebundene Antikörper zu entfernen. Als sekundärer Antikör-
per wurde ein enzymgekoppelter Zweitantikörper (HRP-konjugiertes anti-
human-IgG (Dako) bzw. HRP-konjugiertes anti-human-IgA (Dako)) verwendet, 
der in Blockierungspuffer in einer Konzentration von 1:5000 (anti-human-IgG) 
bzw. 1:1000 (anti-human-IgA) verdünnt wurde; pro Vertiefung wurden 50 µl pi-
pettiert. Es erfolgte eine Inkubation von einer Stunde bei RT. Daraufhin wurden 
die Platten erneut sechs mal mit Waschpuffer gewaschen und anschließend mit 
der Substratlösung (50 µl pro Kavität) beschichtet. Hierfür verwendete man 100 
mg ABTS (Calbiochem, Bad Schwalbach) in 100 ml Phosphat-Citrat-Puffer 
(51,5 ml 0,2 M Na2HPO4, 48,5 ml 0,1 M Zitronensäure (Merck)). Vor Gebrauch 
wurde noch 1 µl Wasserstoffperoxid (30 % H2O2, Merck) pro 5 ml Substratlö-
sung zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von ungefähr zehn Minuten be-
gann man, den entstandenen Farbumschlag photometrisch im ELISA-Reader 
bei einer Wellenlänge von 405 nm als Extinktion zu messen; die Messungen 
jeder Platte erfolgten in Abständen von ungefähr 5 min und man führte diese 
Messungen für ca. 40 min fort. Dabei sollte die OD der Negativkontrolle den 
Cut-off-Wert von 0,376 nicht überschreiten. 
Da während der Versuche auffiel, dass eine Negativkontrolle sowie mehrere 
PV-Patienten unspezifisch auf in der Proteinlösung enthaltene mitexprimierte 
Proteine reagierten, wurde der ELISA für diese Fälle auf folgende Weise modi-
fiziert: Die jeweiligen Patientenseren wurden zunächst mit anderen Proteinen, 
die ebenfalls im Baculovirus-Expressionssystem synthetisiert worden waren 
und folglich die gleichen unspezifischen Proteine wie die Lösung der rekombi-




nanten Dsc enthalten mussten, präinkubiert. Hierzu beschichtete man eine Mik-
rotiterplatte (96-well polystrene plates, Corning) mit Pemphaxin oder alternativ 
mit Dsg1, welche in PBS + CaCl2 so verdünnt wurden, dass sich eine Protein-
konzentration von 0,5 µg pro Vertiefung ergab (50 µl pro Kavität). Diese Mikroti-
terplatte ließ man über Nacht bei 4°C im Kühlschrank inkubieren. Am folgenden 
Tag wurde die Platte wie oben beschrieben sechs Waschschritten unterzogen, 
für eine Stunde mit Blockierungspuffer bei RT inkubiert und daraufhin wurden 
die jeweiligen Patientenseren in einer Verdünnung von 1:50 auf die Platte ge-
geben (55 µl pro Kavität). Die Platten inkubierten über Nacht bei 4°C. Am fol-
genden Tag wurden die Patientenseren aus den Kavitäten der Mikrotiterplatten 
abgenommen und konnten auf die wie oben beschrieben vorbereiteten ELISA-
Platten, die mit den Dsc-Konstrukten beschichtet waren, gegeben werden. Der 
Versuchsablauf verlängerte sich dadurch um einen Tag auf vier Tage. Anhand 
dieser Methode gelang es, Reaktivitäten gegen unspezifisches Protein von 
spezifischer Reaktivität gegen die Dsc-Konstrukte zu unterscheiden. 
2.12 Patienten und Kontrollen 
In dieser Arbeit wurden insgesamt 124 Patienten auf das Vorliegen von Autoan-
tikörpern gegen Dsc untersucht. Diese Patienten teilten sich auf in eine Gruppe 
von 82 PV-Patienten mit unterschiedlicher klinischer Aktivität und verschiede-
nen klinischen Phänotypen, fünf Patienten mit IgA-Pemphigus, drei Patienten 
mit PNP, zwei Patienten mit atypischen (i.e. klinisch polymorphen) Pemphigus-
Erkrankungen sowie 32 Patienten mit bisher noch nicht genau klassifizierten 
Hauterkrankungen, bei denen der Verdacht auf eine Pemphigus-Erkrankung 
bestand. Zudem wurden 22 gesunde Kontrollpersonen untersucht. Die Patien-
tenseren sowie die Seren der Kontrollpersonen wurden vor der Analyse bei -
20°C aufbewahrt. 
Bei den Patienten mit PV-Erkrankung handelte es sich um Patienten, welche in 
den Dermatologischen Kliniken der Universitäten Marburg, Erlangen und Aa-
chen behandelt worden waren. Die klinische Diagnose des PV wurde wie folgt 
bestätigt: 
1. Typische klinische Präsentation mit fragilen Blasen und Erosionen an 
Schleimhäuten und an der Haut 




2. Histopathologisch nachweisbare suprabasale Akantholyse 
3. in der direkten Immunfluoreszenz nachweisbare IgG-Ablagerungen auf 
der Oberfläche epidermaler Keratinozyten in periläsionaler Haut 
4. in der indirekten Immunfluorenszenz nachweisbare interzelluläre IgG-
Reaktivität zirkulierender Autoantikörper mit Epithelzellen des Affenö-
sophagus 
5. Detektion von anti-Dsg3 + /- anti-Dsg1 IgG-Autoantikörpern im ELISA 
 
Die Krankheitsaktivität der PV-Patienten wurde bezüglich der Erkrankungsdau-
er sowie des Ausmaßes und der Anzahl an Blasen wie folgt eingeteilt: 
1. akute Erkrankung (Dauer < 3 Monate, Beteiligung von mehr als 20% der 
Körperoberfläche mit weit gestreuten, unzählbaren Blasen) 
2. chronische Erkrankung (Dauer > 3 Monate, wenige Blasen, die höchs-
tens 20% der Körperoberfläche betreffen) 
3. Remission (keine klinischen Symptome seit mehr als einem Monat) 
 
Zudem wurde der klinische Phänotyp nach dem bevorzugten Erscheinungsort 
der Blasen in mukosal (reine Schleimhautbeteiligung), mukokutan (sowohl 
Haut- als auch Schleimhautbeteiligung) bzw. kutan (reine Hautbeteiligung) ein-
geteilt. 
Die Gruppe der PV-Patienten teilte sich wie folgt auf: 
 
27 im Akutstadium:   4 mit alleinigem Mukosabefall 
     21 mit Befall von Haut und Schleimhaut 
     2 mit alleinigem Hautbefall 
 
41 im chronischen Stadium: 10 mit alleinigem Mukosabefall 
     27 mit Befall von Haut und Schleimhaut 
     4 mit alleinigem Hautbefall 
 
14 in Remission:   3 mit alleinigem Mukosabefall 
     10 mit Befall von Haut und Schleimhaut 
     1 mit alleinigem Hautbefall 




Fünf Seren von Patienten mit IgA-Pemphigus wurden untersucht; diese zeich-
neten sich klinisch durch Pusteln aus, welche die Tendenz besaßen, kreisför-
mig zu konfluieren. Von einem dieser Patienten war bekannt, dass es sich um 
einen SPD-Typ des IgA-Pemphigus handelte; dieses Serum war ein freundli-
ches Geschenk von Prof. Hashimoto, Kurume Universität. Ein weiteres Serum 
eines Patienten mit IgA-Pemphigus war ein freundliches Geschenk von Prof. 
Müllegger, Landesklinikum Wiener Neustadt. Zwei weitere Seren von Patienten 
mit IgA-Pemphigus wurden freundlicherweise von PD Dr. Messer, Ludwig-
Maximilians-Universität München, zur Verfügung gestellt.  
Die drei Patienten, die an PNP erkrankt waren, hatten einen starken, chronisch 
progressiven Befall der Mundschleimhaut; ihre Erkrankung war mit hämatologi-
schen Erkrankungen assoziiert und sie zeigten IgG-Reaktivität gegen Dsg3 so-
wie gegen andere Komponenten des desmosomalen Plaques. Die Seren dieser 
Patienten waren ein freundliches Geschenk von PD Dr. Messer, LMU München.  
Zwei Patienten trugen die Diagnose atypischer Pemphigus, i.e. klinisch poly-
morpher Pemphigus. Eines dieser Patientenseren wurde freundlicherweise von 
Prof. Hashimoto, Kurume Universität, zur Verfügung gestellt; dieser Patient war 
in der Literatur schon von Chorzelski et al. beschrieben worden und zeigte aty-
pische klinische und histopathologische Veränderungen, die mit IgG- und IgA-
Reaktivität gegen bovine Dsc assoziiert waren (Chorzelski et al., 1994). Der 
zweite Patient mit atypischem Pemphigus wurde in der dermatologischen Uni-
versitätsklinik Marburg behandelt; er zeigte urtikarielle Plaques am Rumpf, ein-
hergehend mit dem Bild einer eosinophilen Zellulitis, ohne Schleimhautbeteili-
gung; im Verlauf entwickelte er pralle Blasen. Histologisch zeigte sich eine eo-
sinophile Spongiose sowie eine intraepidermale akantholytische Spaltbildung 
und in der direkten Immunfluoreszenz waren interzelluläre epidermale Ablage-
rungen von Komplementfaktoren (C3) detektierbar.  
Bei den 32 noch nicht genau klassifizierten Patientenseren handelte es sich um 
Patienten, die in der Universitätsklinik für Dermatologie, Marburg, behandelt 
wurden oder deren Seren zur Diagnostik eingesendet wurden. Bei diesen Pati-
enten bestand der Verdacht auf eine Pemphigus-Erkrankung.  
Als Negativkontrollen dienten 22 gesunde Kontrollpersonen. 




Die Patienten sowie die gesunden Kontrollpersonen gaben ihre schriftliche Ein-




Bakterieninkubator Orbital Shaker  Forma Scientific, Waltham, USA 
Biofuge 15      Heraeus, Hanau 
Blotkammer      Biometra, Göttingen 
ELISA Reader Multiscan Ex   Thermo Electron Corporation,  
       Dreieich 
Feinwaage      Kern, Balingen 
Fluoreszenzmikroskop    Nikon, Düsseldorf 
Geldokumentationssystem    PeqLab, Erlangen  
(Chemi Smart 2000) 
Gelelektrophoresekammer    Bio-Rad, München 
(Mini-Protean3 Dodeca TM Cell) 
Lichtmikroskop ID03    Zeiss, Oberkochen 
Megafuge 1.0 R     Heraeus, Hanau 
Mehrkanalpipette     Eppendorf, Hamburg 
Multipipette      Eppendorf, Hamburg 
Pipettierhilfe für Einmalpipetten   Becton Dickinson, Heidelberg 
Rotator für Rollerflaschen     Ratek, Boronia, Australien 
Sterilwerkbank LaminAir    Heraeus, Hanau 




Taumler      Heidolph Instruments, Schwa- 
       bach 
Vortex Genius 3     IKA, Staufen 
Wärmeschrank     Heraeus, Hanau 
Wasserbad      GFL, Burgwedel 
 





In dieser Arbeit wurden zunächst die rekombinanten Proteine Dsc1, 2 und 3, 
deren Baculovirustransfervektoren freundlicherweise von Prof. Hashimoto, Ku-
rume Universität, zur Verfügung gestellt worden waren, im Baculovirus-
Expressionssystem hergestellt. Mit diesen Proteinen wurde dann ein ELISA zur 
Detektion von Autoantikörpern vom Typ IgG und IgA in Patientenseren etabliert. 
Daraufhin wurden 82 Seren von Patienten, die an PV erkrankt waren, fünf Se-
ren von Patienten mit IgA-Pemphigus, drei Seren von Patienten mit PNP, zwei 
Seren von Patienten mit atypischem Pemphigus und 32 Seren von Patienten 
mit noch nicht genau klassifizierten Erkrankungen, bei denen der Verdacht auf 
eine Pemphigus-Erkrankung bestand, auf Autoantikörper gegen die Dsc-
Konstrukte untersucht. Zusätzlich wurden 22 gesunde Kontrollpersonen getes-
tet. Anschließend wurden noch ausgewählte Patienten mittels Western Blot auf 
Autoantikörper gegen Dsc untersucht. 
3.1 Herstellung der rekombinanten Dsc-Proteine 
Die rekombinanten Dsc wurden im Baculovirus-Expressionssystem wie in 2.5 
und 2.6 beschrieben exprimiert und affinitätschromatographisch aufgereinigt. 
3.1.1 Nachweis der erfolgten Transfektion und Virusamplifikation 
durch Licht- und Fluoreszenzmikroskopie 
Für die Amplifikation des Baculovirus wurden Insektenzellen der Art Spodoptera 
frugiperda (SF-21, Invitrogen) verwendet; die Infektion der Zellen mit Baculovi-
rus konnte auf zwei Arten nachgewiesen werden: Lichtmikroskopisch zeigte 
sich bereits nach zwei bis drei Tagen ein zytopathologischer Effekt; die Insek-
tenzellen waren stark aufgetrieben und wiesen vergrößerte Kerne auf (Abb. 
3.1a). Auch konnte man einen starken Adhäsionsverlust beobachten. Fluores-
zenzmikroskopisch konnte man sehen, dass die Zellen grün leuchteten (Abb. 
3.1b). Dieses geschieht aufgrund der Tatsache, dass durch die Infektion mit 
dem Baculo Gold Bright Virus ein grün fluoreszierendes Protein (GFP, green 




fluorescent protein) koexprimiert wird, welches die infizierten Zellen unter dem 
Fluoreszenzmikroskop grün leuchten lässt. 
 
Abb. 3.1: Darstellung virusinfizierter SF-21-Zellen mittels Licht- und Fluoreszenzmikro-
skopie 
Bei den in A dargestellten Zellen handelt es sich um virusinfizierte SF-21-Zellen, die lichtmikro-
skopisch dargestellt sind; sie erscheinen stark aufgetrieben. In B sind die Zellen aus der glei-
chen Kulturflasche fluoreszenzmikroskopisch gezeigt. Die infizierten Zellen leuchten hier grün. 
Sie wurden mit dem Dsc1-Baculovirus infiziert und befinden sich am Tag 2 der Infektion. 
 
3.1.2 Nachweis der rekombinanten Proteine mittels Western Blot 
Die im Baculovirus-Expressionssystem exprimierten und affinitätschroma-
tographisch aufgereinigten rekombinanten Dsc repräsentieren die extrazelluläre 
Domäne der Dsc, die aus jeweils fünf ähnlichen, extrazellulären Domänen be-
steht und eine Signalsequenz, ein Propeptid, einen E-Tag und einen His-Tag 









Abb. 3.2a: Rekombinante Proteine, die die extrazelluläre Domäne von Dsg3, Dsg1 und 
Dsc1-3 darstellen 
Schematisch dargestellt sind die rekombinanten Proteine Dsg3, Dsg1 und Dsc1-3, die den je-
weiligen extrazellulären Anteil der Proteine repräsentieren. Sie verfügen jeweils über fünf ein-
zelne, extrazelluläre Domänen (EC1-5), eine Signalsequenz und ein Propeptid, die sich N-
terminal befinden, sowie einen E-Tag und einen His-Tag am COOH-Terminus. 
Im Anschluss an die Proteinproduktion wurden die rekombinanten Proteine 
Dsc1-3 mittels Western Blot (2.9) nachgewiesen. Dazu wurden die im Baculovi-
rus-Expressionssystem exprimierten rekombinanten Proteine elektrophoretisch 
aufgetrennt und mittels Semi Dry Blot auf einer Membran immobilisiert. Um die 
Banden der rekombinanten Proteine sichtbar zu machen, wurde als Primäranti-
körper ein gegen den E-Tag der Proteine gerichteter Antikörper (anti-E-Tag-
Antikörper, Amersham) verwendet. Als Sekundärantikörper wurde ein Meerret-
tichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase)-gekoppelter anti-Maus-IgG-
Antikörper (Dako) eingesetzt. Durch Zugabe von ECL (enhanced chemolumi-
nescence, Amersham) und der dadurch aktivierten Lichtreaktion konnten die 
Banden im Geldokumentationssystem dargestellt werden. In Abb. 3.2b sind die 
rekombinanten Dsc1-3 sowie Dsg3 und Dsg1 im Western Blot gezeigt. 
 




   (nach Müller et al., 2009) 
3.1.3 Etablierung des ELISA 
Die im Baculovirus-Expressionssystem exprimierten, rekombinanten Proteine 
wurden im ELISA zur Detektion von Autoantikörpern in Seren von Pemphigus-
Patienten eingesetzt. Hierzu orientierte man sich an dem in der Arbeitsgruppe 
bereits etablierten ELISA zur Detektion von Autoantikörpern gegen Dsg3. Die 
rekombinanten Dsc wurden so in PBS + CaCl2 (Merck) verdünnt, dass sich eine 
Proteinkonzentration von ca. 0,5 µg pro Vertiefung ergab. Die Seren der zu tes-
tenden Patienten und gesunden Kontrollpersonen wurden analog zu dem be-
reits etablierten ELISA in einer Verdünnung von 1:50 in PBST + CaCl2 (Merck) 
+ 5% fettfreies Milchpulver eingesetzt. Zusätzlich zu den Dsc wurden alle zu 
testenden Seren auf Reaktivität gegen die gesamte extrazelluläre Domäne von 
Dsg3 (Dsg3EC1-5) untersucht; einige ausgewählte Seren wurden zudem auf 
Reaktivität gegen Dsg1 getestet. Diese Proteine wurden in der Arbeitsgruppe 
ebenfalls im Baculovirus-Expressionssystem exprimiert und freundlicherweise 
für diese Arbeit zur Verfügung gestellt.  
Als Referenzwert wurde auf allen ELISA-Platten die in der Arbeitsgruppe be-
nutzte Positivkontrolle für Dsg3 mit aufgetragen; hierbei handelte es sich um 
einen PV-Patienten, bei dem bekannterweise IgG-Autoantikörper gegen Dsg3 
nachweisbar waren. Zudem ließ man pro Platte mindestens eine Negativkon-
trolle einer gesunden Kontrollperson mitlaufen. Wenn die Positivkontrolle einen 
OD (optical density)-Wert von 0,8 erreicht hatte, und dabei die Negativkontrolle 
unter dem Cut-off-OD-Wert von 0,376 lag, wurde die Messung der gesamten 




Mikrotiterplatte verwendet. Dieses machte die Messungen zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten vergleichbar. Die Untersuchungen wurden in Zweifachansätzen 
durchgeführt, so dass bei jedem Patienten bzw. bei jeder Kontrolle der Mittel-
wert der Doppelbestimmungen gebildet wurde. Die Messung wurde wiederholt, 
wenn bei Patienten die Doppelwerte zu weit auseinander lagen oder wenn Posi-
tiv- oder Negativkontrolle zu niedrig bzw. zu hoch reagiert hatten. Bei einigen 
Patienten wurde die Messung zu einem anderen Zeitpunkt auf einer anderen 
Mikrotiterplatte wiederholt. Die Ergebnisse von unterschiedlichen Messungen 
an verschiedenen Tagen waren sehr ähnlich; hierdurch wurde bestätigt, dass 
sie reproduzierbar waren.  
Für den bereits in der Arbeitsgruppe etablierten ELISA der gesamten extrazellu-
lären Domäne von Dsg3 (Dsg3EC1-5) hatten Müller et al. anhand einer ROC 
(receiver operating characteristic)-Kurve bereits einen Cut-off-Wert ermittelt, 
welcher angibt, ab wann die Reaktivität einer Serumprobe als positiv gewertet 
wird. Die ROC-Kurve konnte anhand eines großen Patientenkollektivs mit Hilfe 
von SPSS (SPSS Inc., Chicago IL, USA) erstellt werden (Müller et al., 2006). 
Der ermittelte Cut-off-Wert lag bei einer OD von 0,376. Da es sich bei den re-
kombinanten Dsc um das gleiche Expressionssystem handelt, wurde der 
Schwellenwert, der für Dsg3 ermittelt worden war, ebenfalls für die Dsc ver-
wendet. Demzufolge wurden OD-Werte, die größer als 0,376 waren, als positiv, 
und OD-Werte, die unter dem Cut-Off-Wert von 0,376 lagen, als negativ gewer-
tet. Für die Ermittlung einer eigenen ROC-Kurve für die rekombinanten Dsc 
standen bisher noch nicht genügend Positivkontrollen zur Verfügung; in Zukunft 
sollte diese allerdings erstellt werden, um das System zu optimieren. Außerdem 
sollte die Berechnung eines PIV (protein index value) für den Dsc-ELISA etab-
liert werden. 
3.1.3.1 Detektion von Antikörpern des Typs IgG und IgA 
Bei dem in der Arbeitsgruppe etablierten Dsg3-ELISA handelt es sich um einen 
Assay zur Detektion von Autoantikörpern vom Typ IgG. Hierzu wird als sekun-
därer Antikörper ein HRP-konjugierter anti-human-IgG-Antikörper (Dako) ver-
wendet; dieser wird in einer Verdünnung von 1:5000 in PBST + CaCl2 (Merck) + 




5% Milchpulver eingesetzt. Für die Detektion von IgG-Autoantikörpern gegen 
die rekombinanten Dsc wurde der anti-human-IgG-Antikörper analog zu dem 
bereits etablierten ELISA der Arbeitsgruppe ebenfalls in einer Konzentration 
von 1:5000 verwendet.  
Für die hier vorliegende Arbeit sollten zusätzlich ausgewählte Patientenseren 
auf IgA-Reaktivität gegen die rekombinanten Dsc untersucht werden. Hierfür 
wurde ein HRP-konjugierter anti-human-IgA-Antikörper (Dako) angeschafft; die 
Verdünnung, in der dieser eingesetzt werden konnte, musste zunächst noch 
experimentell ermittelt werden. Hierzu verwendete man das Serum eines Pati-
enten, der am bullösen Pemphigoid (BP) erkrankt war und von dem bekannt 
war, dass er Autoantikörper vom Typ IgA gegen das Antigen BP230 gebildet 
hatte. Man führte mit diesem Patientenserum ELISA-Analysen zum Nachweis 
von Autoantikörpern gegen BP230 unter Einsatz des neu erworbenen anti-
human-IgA-Antikörpers durch, welcher in verschiedenen Konzentrationen ein-
gesetzt wurde. In diesen Versuchen zeigte sich eine maximale Reaktivität des 
Patientenserums gegen BP230 bei einer Konzentration des sekundären anti-
human-IgA-Antikörpers von 1:1000 in PBST + CaCl2 (Merck) + 5% Milchpulver, 
so dass dieser sekundäre Antikörper in weiteren Versuchen in dieser Verdün-
nung verwendet wurde.  
3.1.3.2 Versuchsmodifizierung 
Während des oben beschriebenen, dreitägigen Versuchsablaufes fiel auf, dass 
manche PV-Patienten sowie eine Negativkontrolle gegen alle Dsc-Konstrukte 
starke Reaktivität zeigten, die deutlich über dem Cut-off-Wert von 0,376 lag. Die 
Validität dieser Ergebnisse erschien unwahrscheinlich, da in einer neueren Stu-
die, in der die Reaktivität von Pemphigus-Patienten gegen rekombinante Dsc 
untersucht worden war, keiner der 45 untersuchten klassischen Pemphigus-
Patienten Reaktivität gegen Dsc zeigte; zudem reagierten die Patienten dieser 
Studie, bei denen Autoantikörper gegen Dsc detektiert wurden (IgA-Pemphigus-
, PNP- und atypische Pemphigus-Patienten) jeweils gegen maximal zwei der 
drei Dsc-Konstrukte. Außerdem war keine der 23 Kontrollpersonen Dsc-positiv 
(Hisamatsu et al., 2004). 




Aufgrund dessen war anzunehmen, dass es sich bei den hohen detektierten 
Reaktivitäten um unspezifische Reaktionen gegen Proteine handelte, die bei 
der Produktion und der Aufreinigung der Proteine ebenso mit Nickel reagiert 
hatten und somit im aufgereinigten spezifischen Protein enthalten waren. Um 
dies sicher zu stellen, wurden Versuche unternommen, in denen die Seren der 
entsprechenden Patienten zunächst mit anderen rekombinanten Proteinen, die 
ebenfalls im Baculovirus-Expressionssystem hergestellt worden waren, präin-
kubiert wurden. Da die zur Präinkubation verwendeten Proteine ebenfalls im 
Baculovirus-Expressionssystem produziert worden waren, konnte man davon 
ausgehen, dass sie ähnliche unspezifische Proteine wie die Lösung der rekom-
binanten Dsc enthielten. Für die Präinkubation wurden rekombinantes Dsg1 
und Pemphaxin, welche freundlicherweise von der Arbeitsgruppe bereit gestellt 
wurden, verwendet. Das Pemphaxin wurde im weiteren Verlauf der Arbeit auch 
für den Zweck der Präinkubation wie in 2.5 und 2.6 beschrieben produziert. 
Pemphaxin bzw. Dsg1 wurden in PBS + CaCl2 (Merck) verdünnt und in einer 
Proteinkonzentration von 0,5 µg pro Vertiefung eingesetzt und der Versuchsab-
lauf wurde wie in 2.11 beschrieben durchgeführt. 
Bei der Auswertung der Ergebnisse dieser präinkubierten Patientenseren zeigte 
sich, dass die PV-Seren sowie das Serum der Kontrollperson keine Reaktivität 
mehr gegen Dsc aufwiesen. Daraus ließ sich schließen, dass es sich um un-
spezifische Reaktivitäten gehandelt haben musste, wie bereits vorher erwartet.  
Anhand der Präinkubationsmethode gelang es, unspezifische Reaktivitäten ge-
gen im Baculovirus-Expressionssystem koexprimierte, unspezifische Proteine 
von der spezifischen Reaktivität gegen Dsc zu unterscheiden. 
3.1.4 Nachweis der rekombinanten Desmocolline mittels ELISA 
Da die rekombinanten Proteine über einen E-Tag verfügen, kann man sie im 
ELISA mittels eines anti-E-Tag-Antikörpers (Amersham) detektieren. Dieser 
Antikörper wurde in einer Konzentration von 1:2000 in PBST + 0,5 mM CaCl2 
(Merck) + 5% fettfreies Milchpulver verdünnt und analog zur Versuchsbeschrei-
bung (2.11) als primärer Antikörper eingesetzt. Als sekundärer Antikörper diente 
ein mit Meerrettichperoxidase konjugiertes anti-Maus-IgG (Dako), welches in 




einer Verdünnung von 1:2000 in PBST + 0,5 mM CaCl2 (Merck) + 5 % Milch-
pulver eingesetzt wurde. Die rekombinanten Dsc waren mit Hilfe des anti-E-
Tag-Antikörpers im ELISA nachweisbar (Tab. 3.1).  
Zum spezifischen Nachweis des Dsc1 wurde von Prof. Hashimoto, Kurume 
Universität, freundlicherweise eine Positivkontrolle zur Verfügung gestellt; hier-
bei handelte es sich um ein Patientenserum, von dem bekannt war, dass es 
Autoantikörper vom Typ IgG und IgA gegen die extrazelluläre Domäne von 
Dsc1 enthielt. Als sekundärer Antikörper diente das bereits beschriebene anti-
human-IgG (Dako) bzw. anti-human-IgA (Dako). Im ELISA konnte die spezifi-
sche Reaktivität der Serumprobe gegen Dsc1 nachgewiesen werden. In Tab. 
3.1 ist die IgG-Reaktivität der Serumprobe gegen Dsc1 dargestellt.  
Für den spezifischen Nachweis von Dsc3 wurde von Dr. A. Schmidt, Institut für 
Pathologie der Philipps-Universität Marburg, freundlicherweise ein gegen die 
extrazelluläre Domäne von Dsc3 gerichteter Antikörper zur Verfügung gestellt. 
Dieser wurde in einer Konzentration von 1:500 im ELISA eingesetzt; als sekun-
därer Antikörper wurde das anti-Maus-IgG (Dako) in einer Verdünnung von 
1:2000 verwendet. In den Versuchen konnte eine spezifische Reaktivität des 
Antikörpers gegen Dsc3 gezeigt werden (Tab. 3.1). 
 
Tab. 3.1: Nachweis der rekombinanten Dsc im ELISA 
Proteinkonstrukt Dsc1 Dsc2 Dsc3 
OD (anti-E-Tag) 1,1565 1,194 1,242 
OD (anti-Dsc1) 1,072 0,238 0,3095 
OD (anti-Dsc3) 0,175 0,2115 1,0555 
 
In der Tabelle ist der Nachweis der Dsc im ELISA mittels anti-E-Tag-Antikörper dargestellt; des 
weiteren wurde Dsc1 spezifisch mittels einer Positivkontrolle (Serumprobe) sowie Dsc3 spezi-
fisch mittels eines anti-Dsc3-Antikörpers nachgewiesen.  




3.2 Testung von Patienten und Negativkontrollen auf Autoantikörper 
gegen Dsc mittels ELISA 
3.2.1 Klassifizierte Patienten mit Pemphigus vulgaris 
Die Gruppe der an PV Erkrankten bestand aus 82 Patienten, von denen sich 27 
im akuten, 41 im chronischen Stadium und 14 in Remission befanden (2.12). 
Phänotypisch unterschieden sich die Patienten zwischen alleinigem Mukosabe-
fall (n=17), alleinigem Hautbefall (n=7) und einer Kombination (n=58) aus bei-
dem.  
In Abb. 3.3a sind die im ELISA gemessenen IgG-Reaktivitäten der PV-
Patienten in unterschiedlichen Krankheitsstadien (akut, chronisch, in Remissi-
on) sowie der 22 gesunden Kontrollpersonen dargestellt.  
 
Abb. 3.3a: IgG-Reaktivität gegen Dsg3 und Dsc1-3 bei Patienten mit PV in verschiedenen 
Krankheitsstadien (akut, chronisch, in Remission)  
Dargestellt sind Autoantikörper-Profile von Patienten mit PV in verschiedenen Krankheitssta-
dien, akut (a) (n=27), chronisch (c) (n=41) und in Remission (r) (n=14) gegen Dsg3 und Dsc1-3. 
Zusätzlich wurden 22 gesunde Kontrollpersonen (Co) untersucht. Die Testung der Seren erfolg-
te mittels ELISA; aufgetragen sind die ermittelten OD–Werte, welche die Autoantikörpertiter der 
Getesteten darstellen. Die gestrichelte Linie repräsentiert den Cut-off-Wert bei einer OD von 
0,376. 
Wie aus der dargestellten Graphik ersichtlich, zeigten PV-Patienten, je nach 
Krankheitsaktivität, unterschiedlich hohe IgG-Titer gegen die gesamte extrazel-
luläre Domäne von Dsg3. So waren für alle PV-Patienten im akuten und chroni-




schen Stadium deutlich erhöhte IgG-Titer gegen Dsg3 nachweisbar. Im Durch-
schnitt waren die Titer in der Gruppe der akut Erkrankten am höchsten; Patien-
ten in Remission wiesen deutlich niedrigere Autoantikörpertiter auf. Alle PV-
Patienten waren negativ gegen Dsc1-3; hier bestand auch kein Unterschied 
zwischen den verschiedenen Krankheitsstadien; weder bei akut oder chronisch 
Erkrankten noch bei Patienten in Remission war eine positive Reaktivität gegen 
Dsc1-3 nachweisbar. Alle 22 getesteten gesunden Kontrollpersonen waren ne-
gativ gegen Dsg3 und Dsc1-3. 
In Abb. 3.3b sind die IgG-Autoantikörpertiter der oben beschriebenen PV-
Patienten gegen Dsg3 und Dsc1-3 dargestellt; die Patienten sind hier nach kli-




Abb. 3.3b: IgG-Reaktivität gegen Dsg3 und Dsc1-3 bei Patienten mit PV mit unterschiedli-
chen klinischen Phänotypen (mukosal, mukokutan, kutan) 
Die Abbildung zeigt die Autoantikörper-Profile der oben beschriebenen PV-Patienten eingeteilt 
nach unterschiedlicher klinischer Manifestation. Die Phänotypen teilen sich auf in alleinigen 
Mukosabefall (m; n=17), sowohl Schleimhaut- als auch Hautbefall (mukokutaner Befall) (mc; 
n=58) und alleinige kutane Manifestation (c; n=7). Zusätzlich wurden 22 gesunde Kontrollper-
sonen untersucht. Die OD-Werte sind links aufgetragen; die gestrichelte Linie stellt den Cut-off -
Wert bei 0,376 dar. 
Aus der Graphik wird ersichtlich, dass die PV-Patienten unterschiedlicher klini-
scher Phänotypen keine nachweisbare Reaktivität gegen Dsc aufwiesen. 




3.2.2 Patienten mit IgA-Pemphigus, PNP und atypischem Pemphigus 
Es wurden fünf Patienten, die an IgA-Pemphigus erkrankt waren, drei Patienten 
mit PNP und zwei Patienten mit atypischem, i.e. klinisch polymorphem, Pem-
phigus auf Autoantikörper vom Typ IgG und IgA mittels ELISA untersucht. Von 
einem der fünf Patienten mit IgA-Pemphigus war bekannt, dass es sich um den 
SPD-Typ des IgA-Pemphigus handelte (2.12).  
Abb. 3.4a stellt die IgG-Autoantikörperprofile der Patienten sowie der 22 gesun-
den Kontrollpersonen dar. 
 
 
Abb. 3.4a: IgG-Reaktivität gegen Dsg3/1 und Dsc1-3 bei Patienten mit IgA-Pemphigus, 
PNP und atypischem Pemphigus 
IgG-Autoantikörperprofile gegen Dsg3 und Dsc1-3 bei Patienten mit IgA-Pemphigus (IgA; n=5), 
paraneoplastischem Pemphigus (PNP; n=3) und atypischem Pemphigus (atyp; n=2). Drei der 
Patienten mit IgA-Pemphigus wurden zusätzlich auf IgG-Antikörper gegen Dsg1 getestet (in der 
Abbildung als + dargestellt; die Reaktivität der IgA-Pemphigus-Seren gegen Dsg3 ist als ○ dar-
gestellt). Zusätzlich wurden 22 gesunde Kontrollpersonen (n=22) untersucht.  
Keines der untersuchten Seren von Patienten mit IgA-Pemphigus zeigte IgG-
Reaktivität gegen Dsg3 bzw. Dsg1 und Dsc1-3. Alle PNP-Seren zeigten eine 
deutlich positive IgG-Reaktivität gegen Dsg3. Zudem war eines der drei unter-
suchten PNP-Seren deutlich IgG-positiv gegen Dsc3 (3.3.2). Bei einem Patien-
ten mit atypischem Pemphigus (Patient #1 mit atypischem Pemphigus; 3.4.1) 
wurden deutlich erhöhte IgG-Antikörpertiter gegen Dsc1 detektiert. Bei keiner 
der gesunden Kontrollpersonen war IgG-Reaktivität gegen Dsg3 und Dsc1-3 
nachweisbar.  




Abb. 3.4b zeigt die IgA-Reaktivität der beschriebenen Patienten gegen Dsg3/1 
und Dsc1-3 . 
 
Abb. 3.4b: IgA-Reaktivität gegen Dsg3/1 und Dsc1-3 bei Patienten mit IgA-Pemphigus, 
PNP und atypischem Pemphigus 
IgA-Autoantikörper-Reaktivität von Patienten mit IgA-Pemphigus (IgA; n=5), paraneoplasti-
schem Pemphigus (PNP; n=3) und atypischem Pemphigus (atyp; n=2) und 22 gesunden Kon-
trollpersonen. Drei der an IgA-Pemphigus Erkrankten wurden zudem auf Autoantikörper gegen 
Dsg1 untersucht (dargestellt als +, die Reaktivität gegen Dsg3 ist als ○ gezeigt). 
Das Serum eines Patienten mit IgA-Pemphigus zeigte eine deutlich positive 
Reaktivität gegen Dsg1, Dsc1 und Dsc2 (3.3.3). Bei den restlichen IgA-
Pemphigus-Seren war keine Reaktivität gegen Dsg3, Dsg1 (Dsg3/1) oder Dsc1-
3 detektierbar. Keiner der PNP-Patienten war IgA-positiv gegen die getesteten 
Konstrukte. Der Patient mit atypischem Pemphigus (#1, 3.4.1), der bereits star-
ke IgG-Reaktivität gegen Dsc1 gezeigt hatte, war zudem auch deutlich IgA-
positiv gegen Dsc1. Der zweite Patient mit atypischem Pemphigus (#2, 3.4.2) 
zeigte positive IgA-Antikörpertiter gegen Dsg3 und Dsc1-3. Alle gesunden Kon-
trollpersonen lagen deutlich unter dem Cut-off- Wert von 0,376. 
3.2.3 Patienten mit Verdacht auf Pemphigus 
Weiterhin wurde ein noch nicht genau charakterisiertes Patientenkollektiv auf 
IgG- und IgA-Autoantikörper gegen Dsg3 und Dsc1-3 untersucht. Hierbei han-
delte es sich um Patienten, bei denen der klinische Verdacht auf eine Pemphi-
gus-Erkrankung bestand. In Abb. 3.5a sind die IgG-Autoantikörpertiter der 32 
untersuchten Patientenseren dargestellt: 






Abb. 3.5a: Darstellung der IgG-Reaktivität gegen Dsg3 und Dsc1-3 von 32 Patienten mit 
Verdacht auf eine Pemphigus-Erkrankung  
IgG-Reaktivität der 32 bisher noch nicht genau charakterisierten Patienten (Patient) und 22 
gesunden Kontrollpersonen (Co) gegen Dsg3 und Dsc1-3 ermittelt im ELISA. 
 
Wie aus der Graphik ersichtlich, zeigte ein Teil der noch nicht genauer charak-
terisierten Patienten IgG-Reaktivität gegen Dsg3. Keiner der Patienten war po-
sitiv gegen Dsc1-3. Die gesunden Kontrollpersonen zeigten keine Reaktivität 
gegen Dsg3 und Dsc1-3. 
Des weiteren wurden die Seren der noch nicht genauer charakterisierten Pati-











Abb. 3.5b: IgA-Reaktivität gegen Dsg3 und Dsc1-3 von 32 Patienten mit Verdacht auf eine 
Pemphigus-Erkrankung  
IgA-Reaktivität der 32 noch nicht genau charakterisierten Patienten (Patient), bei denen der 
Verdacht auf eine Pemphigus-Erkrankung bestand, und 22 gesunden Kontrollpersonen (Co) 
gegen Dsg3 und Dsc1-3 ermittelt im ELISA. 
Keiner der untersuchten Patienten zeigte positive IgA-Antikörpertiter gegen 
Dsg3 oder Dsc1-3. Die gesunden Kontrollpersonen waren ebenfalls negativ 
gegen alle getesteten Konstrukte. 
3.3 Testung ausgewählter Patienten mittels Western Blot 
Um die im ELISA ermittelten Ergebnisse zu bestätigen, wurden die Seren der 
Patienten mit positiver Reaktivität gegen Dsc zusätzlich im Western Blot unter-
sucht. Dabei konnten die vorher ermittelten Ergebnisse bestätigt und die Auto-
antikörper-Reaktivität gegen die jeweiligen Konstrukte als Bande visualisiert 
werden.  
3.3.1 Western Blot einer gesunden Kontrollperson 
Neben den zu testenden Patienten wurden auch gesunde Kontrollpersonen mit-
tels Western Blot untersucht. In Abb. 3.6 ist der Blot eines Gesunden gezeigt. 
Hier ließ sich keine IgG- oder IgA-Reaktivität gegen Dsg3 oder Dsc1-3 nach-
weisen. 





Parallel wurde für jede aufgetragene Proteincharge ein Blot mit dem anti-E-Tag-
Antikörper zum Nachweis des Proteins durchgeführt (Abb. 3.2b). 
3.3.2 Testung des Patienten mit PNP 
Einer der getesteten PNP-Patienten zeigte im ELISA deutlich positive IgG-
Reaktivität gegen die extrazelluläre Domäne von Dsc3 sowie gegen Dsg3. Die-
se Messung konnte im Western Blot bestätigt werden. Es zeigten sich deutliche 
Banden für Dsg3 und Dsc3 unter Verwendung des sekundären anti-human-IgG-
Antikörpers; zudem war auch eine positive IgA-Reaktivität gegen Dsg3 nach-
weisbar (Abb. 3.7). 
  (nach Müller et al., 2009) 




3.3.3 Testung des Patienten mit IgA-Pemphigus 
Einer der getesteteten IgA-Pemphigus-Patienten zeigte im ELISA deutlich er-
höhte IgA-Autoantikörpertiter gegen Dsg1, Dsc1 und Dsc2. Die im ELISA nach-
gewiesenen IgA-Reaktivitäten konnten im Western Blot bestätigt werden (Abb. 
3.8). 
 
(nach Müller et al., 2009) 
3.4 Autoantikörper gegen Dsc bei Patienten mit atypischem Pemphi-
gus 
Weiterhin wurden in dieser Arbeit zwei Fälle von Patienten mit atypischen Pem-
phigus-Erkrankungen untersucht. Hierbei handelt es sich um klinisch polymor-
phe Manifestationen der Pemphigus-Erkrankung. 
3.4.1 Patient #1 mit atypischem Pemphigus 
Das Serum von Patient #1 mit atypischem Pemphigus war ein freundliches Ge-
schenk von Prof. Hashimoto, Kurume Universität. Über diesen Fall wurde be-
reits zu früherer Zeit in der Literatur berichtet (Chorzelski et al., 1994; Hisamat-
su et al., 2004). Es handelt sich hierbei um einen 63 Jahre alten männlichen 
Patienten, der klinisch erythematöse Plaques mit Erosionen und Krusten am 
Stamm und an den Beinen aufwies; Schleimhäute waren nicht involviert. Histo-
pathologisch zeigten sich subcorneale, akantholythische Bullae mit zahlreichen 




polymorphkernigen Leukozyten. In der direkten Immunfluoreszenz waren IgG- 
und IgA-Antikörper detektierbar, die mit dem obersten Teil der Epidermis rea-
gierten, wo Dsc1 charakteristischerweise exprimiert wird (Chorzelski et al., 
1994; Hisamatsu et al., 2004). Chorzelski et al. konnten mittels Western Blot 
starke IgG- und IgA-Reaktivität gegen bovine Dsc nachweisen (Chorzelski et 
al., 1994). Des weiteren wiesen Hisamatsu et al. mittels ELISA IgG- und IgA-
Reaktivität gegen im Baculovirus-Expressionssystem exprimiertes, rekombinan-
tes Dsc1 nach (Hisamatsu et al., 2004). Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe 
konnten in dieser Arbeit bestätigt werden. Neben deutlich positiven IgG- und 
IgA-Autoantikörpertitern im ELISA (Abb. 3.4) konnte die IgG- und IgA-
Antikörperreaktivität ebenfalls im Western Blot visualisiert werden (Abb. 3.9). 
 
         (nach Müller et al., 2009)              
3.4.2 Patient #2 mit atypischem Pemphigus 
Der zweite Patient mit atypischem Pemphigus, der in dieser Arbeit untersucht 
wurde, war ein 80jähriger Mann, der sich mit stark juckenden, scharf begrenz-
ten urtikariellen Plaques mit annulärer Konfiguration und zentraler Abblassung 
am Stamm und an den Beinen in der Universitätsklinik für Dermatologie Mar-
burg vorstellte. Das klinische Bild sowie die histologische Untersuchung waren 
vereinbar mit der Diagnose einer eosinophilen Zellulitits, dem sogenannten 
Wells-Syndrom; hierbei handelt es sich um eine entzündliche Erkrankung unkla-




rer Genese, die durch eine auffallende Gewebseosinophilie charakterisiert ist; 
fakultativ ist auch eine Blut- und Knochenmarkseosinophilie nachweisbar  (Plötz 
et al., 2000). Unter systemischer Therapie mit Prednisolon sowie Dapson zeigte 
sich eine deutliche Besserung des Hautbefundes. 
Acht Monate später entwickelte der Patient pralle, 1-3 Millimeter große Blasen 
am Stamm und an den Armen; zudem zeigte sich am Malleolus medialis des 
rechten Unterschenkels eine etwa 1 cm durchmessende, pralle Blase.  
In Abb. 3.10 ist der klinische Verlauf mit den anfänglichen urtikariellen Plaques 
und den späteren prallen Blasen dargestellt. 
   
 
                    (aus Müller et al., 2009)        
 
Dermatohistologisch zeigte sich in der Biopsie eine eosinophile Spongiose der 
Epidermis sowie eine durch akantholytische Spaltbildung hervorgerufene in-
traepidermal lokalisierte Blase; in der direkten Immunfluoreszenz konnten inter-
zelluläre epidermale C3-Ablagerungen nachgewiesen werden, wohingegen we-
der IgA, IgG noch IgM detektierbar waren. In Abb. 3.11 ist der histologische Un-
tersuchungsbefund sowie die direkte Immunfluoreszenz dargestellt.  
 





    (nach Müller et al., 2009) 
 
Als sich der Patient das erste Mal in der Klinik vorstellte, konnten im ELISA kei-
ne erhöhten IgG- und IgA-Autoantikörpertiter gegen Dsc1-3 nachgewiesen wer-
den. In der Western Blot-Analyse war lediglich eine schwache IgA-Reaktivität 
gegen Dsc1 detektierbar (Abb. 3.12). 
Acht Monate später, als der Patient pralle Blasen entwickelt hatte, waren im 
ELISA IgA-Autoantikörper gegen Dsc1-3 nachweisbar (Abb. 3.4b); eine erneute 
Western Blot-Untersuchung zeigte nun eine starke IgA-Reaktivität gegen Dsc1 
und 3 sowie eine schwache Reaktivität gegen Dsc2. In folgender Abbildung 
sind die IgA-Western Blots zu den zwei verschiedenen Zeitpunkten gegenüber-
gestellt. Erkennbar ist, dass sich, einhergehend mit der Manifestation von pral-
len Blasen, deutliche Banden für Dsc1 und Dsc3 zeigen, sowie eine schwache 
Bande für Dsc2 (Abb. 3.12). 
 
 
 (aus Müller et al., 2009) 





Zusätzlich zur IgA-Reaktivität wurde auch die IgG-Reaktivität im Western Blot 
untersucht. Bei der ersten Vorstellung des Patienten zeigten sich keine Banden 
im Western Blot; zum Zeitpunkt der Blasenmanifestation war eine schwache 
IgG-Reaktivität gegen Dsc1 und 3 und eine sehr schwache IgG-Reaktivität ge-
gen Dsc2 detektierbar (Abb. 3.13).  
 
 
   
 
Unter einer systemischen Therapie mit Prednisolon zeigte sich eine Stabilisie-
rung und diskrete Besserung des Hautbefundes. Die Klinik in Zusammenschau 
mit der histologischen Untersuchung sowie der immunserologischen Diagnostik 
waren mit der Diagnose einer atypischen Pemphigus-Variante vereinbar. 





Ziel dieser Arbeit war es, einen Dsc-ELISA zu etablieren, um mögliche Reaktivi-
täten gegen Dsc bei Patienten mit Pemphigus zu untersuchen. Sollte das Vor-
handensein von Autoantikörpern gegen Dsc bei spezifischen Pemphigus-
Erkrankungen nachzuweisen sein, könnte der ELISA gezielt zur Diagnosestel-
lung dieser Erkrankungen beitragen. Hierfür musste zunächst rekombinantes 
Dsc1-3 im Baculovirus-Expressionssystem hergestellt werden. Die Vorausset-
zung hierfür wurde von Prof. Hashimoto, Kurume Universität, geschaffen, der 
freundlicherweise die Vektoren für die rekombinanten Dsc zur Verfügung stellte. 
Diese wurden von Dr. Ralf Müller mit linearisierter Baculovirus-DNA in SF-21-
Zellen kotransfiziert.  
Die Reaktivität von Pemphigus-Patienten gegen Dsc wurde bereits in früheren 
Studien untersucht; so wurde bereits 1993 von Dmochowski et al. eine Studie 
zur Reaktivität von Seren von Patienten mit PV, PF, FS und BP gegen Dsc 
durchgeführt (Dmochowski et al., 1993). Hierbei wurden die Autoantikörper al-
lerdings mittels Western Blot einer bovinen Desmosomen-Präparation unter-
sucht. Es zeigten sich positive Reaktivitäten bei 25 % der PV-Seren, 7 % der 
PF-Seren, 53 % der FS-Seren sowie bei 5 % der gesunden Kontrollpersonen. 
Daraufhin wurden weitere Studien durchgeführt, in denen die Reaktivität von 
Pemphigus-Patienten gegen Dsc untersucht wurde. So berichteten Hashimoto 
et al. über zwei Fälle von Patienten mit Pemphigus vegetans, Typ Hallopeau, 
die ebenfalls gegen Dsc im Western Blot einer bovinen Desmosomen-
Präparation reagierten (Hashimoto et al., 1994). Dmochowski et al. konnten 
1995 zeigen, dass einige PV-, PF- und FS-Patienten neben positiven Reaktivi-
täten gegen Dsc in bovinen Desmosomen-Präparationen auch gegen bovine 
Fusionsproteine (Dsc1b, Dsc2b, Dsc3b) reagierten (Dmochowski et al., 1995). 
In diesen Studien konnte allerdings nicht nachgewiesen werden, dass die Pati-
enten auch gegen humanes Dsc1-3 reagierten. Die Signifikanz der Reaktivitä-
ten gegen bovine Dsc blieb also ungewiss. Hashimoto et al berichteten in einer 
folgenden Studie von einem PV-Patienten, bei dem die positive anti-Dsc-
Reaktivität auch im Western Blot mit humanen epidermalen Extrakten demonst-
riert werden konnte (Hashimoto et al., 1995b). Zudem konnten Dmochowski et 




al. in einem Serum eines PF-Patienten IgG4-Autoantikörper gegen Dsc1a mit-
tels Immunfluoreszenz auf mit Dsc1-3 transfizierten COS-7- und NIH 3T3-3 Zel-
len nachweisen (Dmochowski et al., 1999).  
Daraufhin etablierten Hisamatsu et al. einen ELISA zur Detektion von IgG- und 
IgA-Autoantikörpern gegen Dsc, für welchen die rekombinanten Dsc mittels des 
Baculovirus-Expressionssystems hergestellt wurden (Hisamatsu et al., 2004). 
Diese Methode hatte sich bereits im Rahmen der Diagnostik zur Detektion von 
anti-Dsg1- und anti-Dsg3-Autoantikörpern in Seren von Patienten mit PV und 
PF als sehr sensitives und spezifisches Verfahren erwiesen (Amagai et al., 
1999b; Harman et al., 2000). Zusätzlich zur Detektionsmethode des ELISA tes-
tete die Arbeitsgruppe ausgewählte Patienten auch mittels Immunfluoreszenz; 
hierfür wurde Dsc1-3 auf der Zelloberfläche von COS-7-Zellen exprimiert und 
die Reaktivität der Patientenseren mittels Immunfluoreszenz ermittelt. In dieser 
Studie zeigte sich, dass Reaktivität gegen Dsc nur in Fällen von atypischem 
Pemphigus, IgA-Pemphigus und PNP nachgewiesen werden konnte. Die Fälle 
mit atypischem Pemphigus waren durch klinisch polymorphe Phänotypen cha-
rakterisiert, die bereits zuvor in der Literatur beschrieben worden waren (Chor-
zelski et al., 1994; Weston et al., 1998; Gooptu et al., 1999). Des weiteren wur-
den anti-Dsc-Autoantikörper nur in vereinzelten Fällen von Pemphigus-
Erkrankungen detektiert, beispielsweise bei einem Patienten mit Pemphigus 
herpetiformis (Kozlowska et al., 2003), einem Patienten mit einem klinischen 
Phänotypen des IEN-Typ des IgA-Pemphigus (Heng et al., 2006), einem Pati-
enten mit einer bullösen Hauterkrankung, der zudem unter Palmoplantarkerato-
sen litt (Bolling et al., 2007) sowie einem Patienten mit PNP (Preisz et al., 
2004). Des weiteren wurde Dsc1 als Autoantigen des SPD-Typs des IgA-
Pemphigus identifiziert (Hashimoto et al., 1997) und in weiteren Fällen von IgA-
Pemphigus detektiert (Yasuda et al., 2000; Hashimoto et al., 2002; Kopp et al., 
2006). 
Die Autoantikörperprofile europäischer Pemphigus-Patienten gegen Dsc waren 
hingegen bisher weitesgehed unbekannt. Diese zu ermittlen war das Ziel dieser 
Arbeit. 




4.1 Etablierung des ELISA 
Die Etablierung des ELISA zur Detektion von Autoantikörpern gegen Dsc1-3 
orientierte sich an dem bereits in der Arbeitsgruppe etablierten ELISA zur Er-
mittlung von Autoantikörpern gegen die gesamte extrazelluläre Domäne von 
Dsg3 (Dsg3EC1-5). Für diesen ELISA war von Müller et al. bereits ein Cut-off-
Wert ermittelt worden; dieser konnte mittels einer ROC-Kurve ermittelt werden, 
welche anhand eines großen Patientenkollektivs mit Hilfe der Software von 
SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) erstellt worden war. Das Patientenkollek-
tiv setzte sich hierbei aus 123 Patienten, die an PV erkrankt waren, sowie aus 
40 gesunden Kontrollpersonen zusammen (Müller et al., 2006). Für die Ermitt-
lung einer eigenen ROC-Kurve für die rekombinanten Dsc standen bisher leider 
noch nicht genügend Positivkontrollen zur Verfügung; um das System zu opti-
mieren, sollte in der Zukunft eine solche ROC-Kurve auch für den Dsc-ELISA 
erstellt werden; auf diese Art und Weise könnte ein spezifischer Cut-off-Wert für 
die Dsc-Proteine ermittelt werden, was eine noch genauere Beurteilung der Au-
toantikörperprofile gegen Dsc erlauben würde. Des weiteren sollte die Berech-
nung eines PIV (protein index value) für den Dsc-ELISA etabliert werden, mit 
dessen Hilfe die Autoantikörpertiter der Patientenseren besser im Verhältnis 
von Negativ- zu Positivkontrolle ermittelt werden können.  
4.2 Versuchsmodifizierung 
Während der anfänglichen Versuchsdurchführungen des ELISA, der sich über 
einen Zeitraum von drei Tagen erstreckte, fiel auf, dass manche PV-Patienten 
sowie eine gesunde Kontrollperson auffällig hohe Autoantikörper-Titer gegen 
alle drei Dsc-Konstrukte sowie ebenfalls gegen die gesamte extrazelluläre Do-
mäne von Dsg3 zeigten. Die Validität dieser Ergebnisse erschien fragwürdig, da 
in der in 2004 veröffentlichten Studie von Hisamatsu et al. 45 Patienten mit 
„klassischem“ Pemphigus, i.e. 24 Fälle mit PF und 21 Fälle mit PV, keine Reak-
tivität gegen Dsc gezeigt hatten; zudem konnte in dieser Studie auch bei keiner 
der 23 gesunden Kontrollpersonen Reaktivität gegen Dsc ermittelt werden. Bei 
den Patienten dieser Studie, bei denen Autoantikörper gegen Dsc detektierbar 
waren, handelte es sich um atypische Fälle von Pemphigus sowie Patienten mit 




PNP und IgA-Pemphigus, die maximal auf zwei der drei Dsc-Konstrukte positiv 
reagierten. Des weiteren zeigten in dieser Studie drei der 21 untersuchten Pati-
enten mit brasilianischem PF (FS) IgG-Reaktivität gegen alle drei Dsc-
Konstrukte; daraufhin wurde ein Immunadsorptions-Assay unter Verwendung 
von rekombinantem Dsg1 und Dsg3 durchgeführt, durch den die Immunfluores-
zenz-Reaktivität der FS-Seren mit Keratinozyten-Zelloberflächen beinahe kom-
plett adsorbiert werden konnte (Hisamatsu et al., 2004). Aufgrund dessen wur-
de in dieser Arbeit ebenfalls eine Präinkubation mit den Seren durchgeführt, 
und zwar mit den rekombinanten Proteinen Dsg1 und Pemphaxin (3.1.3.2). Bei 
den Patienten mit PV und bei der gesunden Kontrollperson konnten die Reakti-
vitäten gegen die rekombinanten Dsc nach der Präinkubation nicht mehr nach-
gewiesen werden, was darauf hinwies, dass es sich um unspezifische Reaktivi-
täten gegen mitexprimiertes und mitaufgereinigtes Protein in der Präparation 
der rekombinanten Dsc gehandelt haben musste. Anhand der Präinkubations-
Methode konnte also zwischen Reaktivität gegen in der Proteinlösung enthalte-
ne unspezifische Proteine und spezifischer Reaktivität gegen Dsc unterschie-
den werden. Die ELISA-Untersuchung mit Präinkubation verlängert die Ver-
suchsdurchführung allerdings um einen Tag und ist demzufolge nicht so prak-
tisch anwendbar wie der Versuchsablauf über drei Tage. Aufgrund dessen wur-
den die Patientenseren zunächst mittels des dreitägigen Versuchsablaufes un-
tersucht und bei positiver Reaktivität erneut im Präinkubations-ELISA getestet.   
4.3 Autoantikörper-Reaktivitäten von PV-Patienten gegen Dsc 
In dieser Arbeit konnten bei allen Patienten mit PV, die sich im akuten und 
chronischen Stadium der Erkrankung befanden, positive IgG-Autoantikörper-
Titer gegen Dsg3EC1-5 nachgewiesen werden. Diese Titer korrelierten mit der 
klinischen Aktivität des PV; sie waren in der Gruppe der akut Erkrankten durch-
schnittlich am höchsten und wurden sukzessive weniger bei chronisch Erkrank-
ten und bei Patienten in Remission. Dies bestätigt erneut die Ergebnisse vorhe-
riger Studien zur Reaktität von PV-Patienten, die zeigen konnten, dass die Au-
toantikörpertiter gegen Dsg3EC1-5 mit der klinischen Aktivität der Erkrankung 
korrelieren (Ishii et al., 1997; Müller et al., 2006 und 2008). Die Untersuchungen 




zur Reaktivität der PV-Patienten gegen die drei Dsc-Isoformen zeigten im Ge-
gensatz dazu, dass bei keinem der untersuchten PV-Seren IgG-Reaktivität ge-
gen die drei verschiedenen Dsc-Isoformen nachzuweisen war. Hierbei machte 
es auch keinen Unterschied, ob sich die Patienten im akuten oder chronischen 
Stadium der Pemphigus-Erkrankung befanden oder in Remission; in keinem der 
untersuchten Stadien war IgG-Reaktivität gegen Dsc1-3 nachweisbar. Folglich 
waren auch die drei untersuchten klinischen Phänotypen (mukosal, mukokutan, 
kutan) alle negativ gegen Dsc. Diese Ergebnisse decken sich mit den Erkennt-
nissen von Hisamatsu et al., die in einem kleineren Kollektiv von PV-Patienten 
ebenfalls keine Reaktivitäten gegen Dsc1-3 nachweisen konnten (Hisamatsu et 
al., 2004). Zusätzlich konnte in der hier vorliegenden Arbeit gezeigt werden, 
dass die Reaktivitäten europäischer Pemphigus-Patienten auch in PV-
Patientenkollektiven mit unterschiedlicher klinischer Aktivität und verschiedener 
klinischer Manifestation negativ gegen Dsc sind. 
4.4 Autoantikörper-Reaktivitäten von Patienten mit IgA-Pemphigus 
Weiterhin wurden insgesamt fünf Patienten mit IgA-Pemphigus auf Autoantikör-
per gegen Dsc1-3 untersucht. Hierbei konnte bei einem Patienten IgA-
Reaktivität gegen Dsc1 und 2 sowie gegen Dsg1 nachgewiesen werden. Die 
anderen Patienten reagierten gegen keines der getesteten Proteine. Nachdem 
Dsc1 als Autoantigen des SPD-Typs des IgA-Pemphigus identifiziert worden 
war (Hashimoto et al., 1997) und in verschiedenen Fällen von IgA-Pemphigus 
IgA-Autoantikörper gegen Dsg1 oder Dsg3 nachgewiesen werden konnten 
(Prost et al., 1991; Wang et al., 1997; Karpati et al., 2000; Hashimoto et al., 
2001), schlug Amagai als neue Einteilung des IgA-Pemphigus folgende vor: 
SPD-Typ (Autoantigen Dsc1), IEN-Typ (Autoantigen unbekannt), IgA-
Pemphigus vulgaris (Autoantigen Dsg3), IgA-Pemphigus foliaceus (Autoantigen 
Dsg1) (Amagai, 1999a). Die Erkrankung des IgA-Pemphigus erscheint jedoch 
heterogener als bisher angenommen. Die Demonstration von IgA-
Autoantikörpern gegen Dsg1 und Dsc1 bei einem Patienten mit IgA-Pemphigus 
(Kopp et al., 2006) und die hier vorliegende Arbeit mit der Detektion von Auto-
antikörpern gegen Dsg1, Dsc1 und Dsc2 stellt die bisherige Einteilung in Frage, 




da sich solch ein Fall von IgA-Pemphigus in keine Gruppe der bestehenden 
Klassifikation einordnen lässt. So konnten in einer neueren Studie bei einem 
Patienten mit dem Phänotyp eines IEN-Typs des IgA-Pemphigus IgA- und IgG-
Autoantikörper gegen Dsc1 nachgewiesen werden (Heng et al., 2006). Mögli-
cherweise existiert zusätzlich, wie bereits von Hashimoto vorgeschlagen, neben 
den bisher vorgestellten Pemphigus-Entitäten auch ein IgG/IgA-Pemphigus 
(Hashimoto, 2003). 
4.5 Autoantikörper-Reaktivitäten von Patienten mit PNP 
Die drei Patienten mit PNP, die in dieser Arbeit untersucht wurden, zeigten 
deutlich positive IgG-Reaktivitäten gegen Dsg3 im ELISA. Dieses Ergebnis 
deckt sich mit den Ergebnissen einer Studie von Amagai et al., in der bei der 
Untersuchung von 25 Patienten mit PNP bei allen positive IgG-Reaktivität ge-
gen Dsg3 nachgewiesen werden konnte (Amagai et al., 1998). Zudem war einer 
der PNP-Patienten, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, deutlich 
IgG-positiv gegen Dsc3. Autoantikörper gegen Dsc in Fällen von Patienten mit 
PNP waren bereits von Hisamatsu et al. sowie von Preisz et al. beschrieben 
worden (Hisamatsu et al., 2004; Preisz et al., 2004). So reagierten in der Studie 
von Hisamatsu et al. drei der 22 getesteten PNP-Seren positiv gegen Dsc (Hi-
samatsu et al., 2004); Preisz et al. berichteten über einen PNP-Patienten, der 
eine Exazerbation des PNP nach Therapie mit Cyclophosphamid erlitten hatte; 
bei diesem Patienten waren ebenfalls anti-Dsc-Autoantikörper detektierbar 
(Preisz et al., 2004). 
4.6 Autoantikörper-Reaktivitäten von Patienten mit atypischem Pem-
phigus 
In einer Studie von Hisamatsu et al. wurde bereits beschrieben, dass IgG- und 
IgA-Reaktivität gegen Dsc vor allem bei Patienten mit atypischen Pemphigus-
Erkrankungen, die sich klinisch polymorph darstellten, nachgewiesen werden 
konnte (Hisamatsu et al., 2004). Dieses konnte in der vorliegenden Arbeit bes-
tätigt werden; zwei Patienten mit atypischem Pemphigus reagierten positiv ge-
gen Dsc; einer dieser Patienten war bereits von Chorzelski et al. beschrieben 




worden und zeigte im ELISA deutliche IgG- und IgA-Reaktivität gegen Dsc1, die 
auch im Western Blot bestätigt werden konnte.  
Der zweite atypische Pemphigus-Patient wurde in der Universitätsklinik für 
Dermatologie Marburg behandelt und zeigte zunächst das klinische Bild einer 
eosinophilen Zellulitis, dem sog. Wells-Syndrom. Acht Monate später entwickel-
te er pralle Blasen am Stamm sowie an den Armen; einhergehend mit dieser 
Blasenbildung konnten beim Patienten IgA-Autoantikörper gegen Dsc1 und 
Dsc3 nachgewiesen werden, sowie schwach auch gegen Dsc2. 
4.7 Dsc als Autoantigene der Pemphigus-Erkrankung 
Wie aus den Ergebnissen dieser Arbeit sowie aus zuvor durchgeführten Arbei-
ten, die die Reaktivitäten von Pemphigus-Patienten gegen Dsc untersuchten, 
deutlich wird, scheinen die Dsc keine häufigen Autoantigene der Pemphigus-
Erkrankung darzustellen. Reaktivität gegen humanes Dsc konnte in großen Ko-
horten von Patienten mit PV, welcher die häufigste Form des Pemphigus dar-
stellt, nicht nachgewiesen werden. Zusätzlich konnten in dieser Arbeit in einer 
Gruppe von 32 Patienten mit Verdacht auf Pemphigus keine Autoantikörper 
gegen Dsc gefunden werden. Demgegenüber konnten allerdings Autoantikörper 
gegen Dsc in Fällen von Patienten mit IgA-Pemphigus, PNP und atypischen 
Pemphigus-Erkrankungen nachgewiesen werden. 
Es bleibt zu klären, warum Dsg Hauptautoantigene der Pemphigus-Erkrankung 
darstellen, wohingegen Dsc nur in seltenen Fällen als Antigene des Pemphigus 
nachweisbar sind, da beide Glykoproteine zu den desmosomalen Cadherinen 
zählen und entscheidende Funktionsproteine der interzellulären Adhäsion dar-
stellen. 
Anti-Dsc-Autoantikörper werden möglicherweise aufgrund des Phänomens des 
Epitope spreading generiert. Dieses Phänomen wurde bereits in anderen Auto-
immunerkrankungen wie der multiplen Sklerose (McRae et al., 1995), dem insu-
linabhängigen Diabetes mellitus (Söhnlein et al., 2000) und dem systemischen 
Lupus erythematodes (James et al., 1995) beschrieben. Auch wurde es in Be-
zug auf PV und PF von einigen Arbeitsgruppen bisher genauer beleuchtet: Li et 




al. konntnen zeigen, dass Patienten mit endemischem PF im präklinischen Sta-
dium, Patienten mit aktiver Erkrankung und solche in Remission jeweils be-
stimmte Epitope des Dsg1 erkennen; im Verlauf der Erkrankung findet ein in-
tramolekularer Epitop-Shift statt (Li et al., 2003). Die Rolle des Epitope Sprea-
ding im PV wurde von Salato et al. und von Müller et al. genauer beleuchtet. 
Salato et al. konstatierten, dass zunächst ein intramolekulares Epitope Sprea-
ding innerhalb des Dsg3 stattfindet, und daraufhin ein intermolekulares Epitope 
Spreading zum Dsg1 vollzogen wird (Salato et al., 2003). Müller et al. konnten 
zeigen, dass die IgG-Reaktivität gegen den NH2-Terminus und die EC2-4 von 
Dsg3 mit klinisch aktivem PV assoziiert ist und dass die IgG-Reaktivität gegen 
die EC1-4 mit mukosalem PV vergesellschaftet ist und bei kutanem PV vermin-
dert ist (Müller et al., 2008).  
Diesen Erkenntnissen zufolge ist es ebenfalls sehr wahrscheinlich, dass auch 
die Bildung von Dsc-spezifischen Autoantikörpern dem Prinzip des Epitope 
spreading unterliegt. Man würde erwarten, dass anti-Dsc-Autoantikörper vor 
allem bei lang andauernden Pemphigus-Erkrankungen nachweisbar sind. Dies 
scheint jedoch nicht der Fall zu sein, wenn man die Ergebnisse dieser Arbeit in 
Betracht zieht, in der festgestellt wurde, dass Patienten in verschiedenen 
Krankheitsstadien des PV, also auch mit langandauernder Erkrankung, keinerlei 
Autoantikörper gegen Dsc aufweisen. Gegenüber dem PV stellen Dsc aller-
dings Autoantigene beim IgA-Pemphigus, PNP sowie bei atypischen Pemphi-
gus-Erkrankungen dar. Der Grund hierfür ist noch nicht geklärt. Beim PNP 
scheint allerdings, im Vergleich zu anderen Pemphigus-Varianten wie bei-
spielsweise dem PV, eine größere Tendenz zum Epitope Spreading zu beste-
hen, da bei diesem neben den anti-Dsg3- und ggf. anti-Dsg1-Autoantikörpern 
ein vielfältiges Repertoire an Antikörpern gegen Mitglieder der Plakin-Familie 
sowie gegen Bestandteile der Hemidesmosomen nachweisbar ist (Oursler et 
al., 1992; Hashimoto et al., 1995a; Amagai et al., 1998; Kiyokawa et al., 1998; 
Proby et al., 1999). Wie bereits in 1.3.4 erwähnt, könnte die Entstehung des 
PNP möglicherweise auf dem Mechanismus des Antigen Mimicry beruhen, und 
zwar in dem Sinne, dass die jeweiligen Tumoren Epitope präsentieren, die den 
desmosomalen und Plakin-Antigenen sehr ähnlich sind, woraufhin eine primäre 




Immunantwort gegen die Tumorantigene induziert wird, deren Autoantikörper 
gegen desmosomale bzw. Plakin-Strukturen kreuzreagieren (Oursler et al., 
1992). Entscheidende Faktoren für die Entwicklung des Epitope Spreading lie-
gen wahrscheinlich in der Struktur und Immunogenität der Antigene, die dem 
Prozess der Autoimmunität und der Immunantwort des Organismus unterliegen 
(Tchernev et al., 2006). Endogene Antigene, wie solche, die von einem Tumor 
generiert werden, induzieren möglicherweise leichter Antigen Mimicry und Epi-
tope spreading, da ihre vollständige Eliminierung durch den Organismus nur 
selten möglich ist und sie durch ihre genetische Instabilität einer kontinuierli-
chen Entwicklung unterliegen (Tchernev et al., 2006). So könnte in solchen Fäl-
len eine kontinuierliche Antigen-Stimulation vorliegen, die vielleicht eher zum 
Antigen Mimicry und zum Epitope Spreading prädisponiert, als die Präsentation 
exogener Antigene, mit denen der Körper beispielsweise im Rahmen einer bak-
teriellen, viralen oder parasitären Infektion oder bei der Gabe von Medikamen-
ten in der Regel nur über einen kürzeren Zeitraum konfrontiert wird (Tchernev 
et al., 2006). In dieser Arbeit konnten, ebenso wie in den Studien von Hisamat-
su et al. und Preisz et al. bei Patienten mit PNP Autoantikörper gegen Dsc de-
tektiert werden (Hisamatsu et al., 2004; Preisz et al., 2004), deren Generierung 
möglicherweise dem Mechanismus des intermolekularem Epitope spreading 
unterliegt.  
Interessanterweise wurden anti-Dsc-Antikörper neben den Erkrankungen IgA-
Pemphigus und PNP vor allem bei Patienten mit atypischen Pemphigus-
Erkrankungen detektiert, die durch einen klinisch polymorphen Phänotypen ge-
kennzeichnet waren und sich in bisher bestehende Pemphigus-Klassifikationen 
nicht sicher einordnen ließen (Chorzelski et al., 1994; Weston et al., 1998; 
Gooptu et al., 1999; Hisamatsu et al., 2004). In dieser Arbeit konnten ebenfalls 
bei einem Patienten mit atypischem Pemphigus anti-Dsc-Autoantikörper im Ver-
lauf seiner Erkrankung nachgewiesen werden. Der Entwicklung der Pemphigus-
Erkrankung ging bei diesem Patienten die Erkrankung einer eosinophilen Zellu-
litis, dem sogenannten Wells-Syndrom, voraus. Dieser Fall scheint bisher ein-
zigartig zu sein, da in der Literatur bislang kein solcher Fall eines atypischen 
Pemphigus, der sich anschließend an eine eosinophile Zellulitis entwickelt hat, 




berichtet worden ist. Hier stellt sich die Frage, ob ein kausaler Zusammenhang 
zwischen der Ersterkrankung und der darauffolgenden Entwicklung des Pem-
phigus mit den anti-Dsc-Antikörpern besteht.  
Chan et al. beleuchteten den Mechanismus des Epitope Spreading vor allem 
unter dem Aspekt, dass primäre autoimmune sowie inflammatorische Prozesse 
einen Gewebeschaden verursachen, so dass daraufhin gewisse Proteinkompo-
nenten, die vorher immunologisch „versteckt“, i.e. nicht zugänglich waren, durch 
eben diese Prozesse zum Vorschein gebracht werden und daraufhin eine se-
kundäre Immunantwort triggern (Chan et al., 1998). Sie stellten in diesem Zu-
sammenhang verschiedene Fälle von inflammatorischen Erkrankungen vor, 
denen eine bullöse Autoimmundermatose folgte, wie beispielsweise eine Studie 
von fünf Patienten mit Stevens-Johnson-Syndrom, eine akute inflammatorische 
Erkrankung der Mukosa und der Haut, die später an einem vernarbenden oku-
lären Pemphigoid erkrankten (Chan et al., 1991), oder ein Bericht über einen 
Patienten mit einer langen Krankengeschichte einer Dermatitis herpetiformis, 
der an einem BP erkrankte (Setterfield et al., 1997). Dieses Phänomen wurde 
bereits mehrfach in der Literatur beschrieben; Bowen et al. sowie auch Marzano 
et al. vermuteten einen Zusammenhang zwischen der vorausgehenden Erkran-
kung einer lichenoiden Dermatitis und der die Manifestion eines PNP, der die-
ser folgte (Bowen et al., 2000; Marzano et al., 2001). Diese in der Literatur be-
reits mehrfach beschriebene mögliche Assoziation inflammatorischer Erkran-
kungen mit bullösen Autoimmundermatosen wirft die Frage auf, ob vielleicht 
auch bei dem in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Patienten mit eosi-
nophiler Zellulitis ein Gewebeschaden die Dsc-Antigene möglicherweise erst 
immunologisch zugänglich gemacht hat und dadurch die Pemphigus-
Erkrankung ausgelöst werden konnte.  
Über die eigentlich auslösenden Ereignisse der Pemphigus-Erkrankung sowie 
von Autoimmunerkrankungen generell ist bisher nur wenig bekannt. Die Identifi-
kation solcher und ihre gezielte Reduktion könnte möglicherweise die Manifes-
tation der Pemphigus-Erkrankung signifikant reduzieren (Tchernev et al., 2006). 




4.8 ELISA als diagnostisches Tool zur Detektion von anti-Dsc-
Antikörpern 
Der ELISA hat sich als geeignete diagnostische Maßnahme zur Detektion von 
Autoantikörpern gegen Dsg3 und Dsg1 in Seren von Patienten mit Pemphigus 
erwiesen; verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass es sich beim 
ELISA zur Detektion von anti-Dsg-Autoantikörpern um ein sehr sensitives und 
spezifisches Verfahren handelt (Amagai et al., 1999b; Harmann et al., 2000; 
Müller et al., 2006). Ziel war es, einen ebenso geeigneten ELISA zur Detektion 
von anti-Dsc-Autoantikörpern bei Pemphigus-Erkrankungen zur Verfügung zu 
stellen. In dieser Arbeit sowie in der Studie von Hisamatsu et al. wurden unter 
anderem auch Patienten mit dem SPD-Typ des IgA-Pemphigus untersucht, die 
bekannterweise Autoantikörper gegen Dsc1 bilden (Hashimoto et al., 1997). In 
der vorliegenden Arbeit war von einem Patienten bekannt, dass es sich um ei-
nen SPD-Typ des IgA-Pemphigus handelte; im ELISA war bei diesem Patienten 
aber weder Reaktivität gegen die extrazelluläre Domäne von Dsc1 noch gegen 
die anderen getesteten rekombinanten Proteine nachweisbar (i.e. Dsg1, Dsg3, 
Dsc2, Dsc3). Ähnliche Beobachtungen wurden bereits von Hisamatsu et al. 
gemacht, die bei der Testung von acht Seren von Patienten mit dem SPD-Typ 
des IgA-Pemphigus nur bei einem Patienten Reaktivität gegen Dsc1 im ELISA 
detektieren konnten, wohingegen alle acht Patientenseren Dsc1-positiv in der 
Testung mittels COS-7-Zellen waren (Hisamatsu et al., 2004). Scheinbar kön-
nen Dsc nicht mit der gleichen Effizienz wie Dsg im Baculovirus-
Expressionssystem exprimiert werden. Im Baculovirus-Expressionssystem ex-
primiertes Dsg1 und Dsg3 scheint alle entscheidenden Epitope zu enthalten, 
die von klassischen Pemphigus-Seren erkannt werden (Ishii et al., 1997; Ama-
gai et al., 1999b). Möglicherweise wurden entscheidende Epitope des Dsc1, die 
vom SPD-Typ des IgA-Pemphigus erkannt werden, nach Expression im Bacu-
lovirus-Expressionssystem nicht präsentiert. Denkbar wäre, dass die Dsc-
Moleküle nicht die korrekte Konformation im Baculovirus-Expressionssystem 
erhalten, oder die Assoziation mit anderen Molekülen benötigen, um ihre kor-
rekte Tertiärstruktur zu erhalten (Hisamatsu et al., 2004). In der Literatur wurde 
beispielsweise beschrieben, dass proteolytische Prozessierungen in Insekten-
zellen manchmal nicht effizient vollzogen werden (Kuroda et al., 1991). Dies 




könnte einen entscheidenden Einfluss auf die nachfolgende Tertiärstruktur und 
somit auf die präsentierten Epitope haben. Altmann et al. berichteten zudem, 
dass sich die Glykosilierung in Insektenzellen in wesentlichen Aspekten von der 
in Säugerzellen unterscheidet (Altmann et al., 1999). Palomares et al. konnten 
neue Insektenzelllinien demonstrieren, bei welchen die Glykosilierung vollstän-
diger vollzogen wurde als bei den Zellen der Insektenzelllinie Trichoplusia ni, 
die auch in dieser Arbeit verwendet wurden (Palomares et al., 2003). Zwar 
konnte für Dsg1 und Dsg3 gezeigt werden, dass konformationelle Epitope un-
abhängig von der Glykosilierung der Proteine exprimiert werden (Amagai et al., 
1995c), aber über Dsc ist in dieser Hinsicht weitaus weniger bekannt. Mögli-
cherweise könnte die Glykosilierung der Dsc-Epitope eine entscheidende Rolle 
bei ihrer Erkennung durch bestimmte Autoantikörper spielen. Hier wäre es in 
Zukunft interessant zu evaluieren, ob Dsc, die unter Verwendung einer anderen 
Insektenzelllinie synthetisiert worden sind, möglicherweise Epitope enthalten, 
die von den Antikörpern aus IgA-Pemphigus-Seren des SPD-Typs erkannt wer-
den. 
Es wäre sehr wünschenswert, wenn man den ELISA zur Detektion von anti-
Dsc-Antikörpern in dieser Hinsicht noch perfektionieren könnte, da es sich beim 
ELISA um ein diagnostisches Tool handelt, mit dem eine große Anzahl von Se-
ren gleichzeitig getestet werden kann und dessen Durchführung relativ einfach 
und so für den klinischen Alltag sehr praktikabel ist. Zudem handelt es sich 
beim ELISA um einen quantitativen Assay, durch den spezifisch Antikörpertiter 
gemessen werden können. Vorteilhaft ist auch, dass die im ELISA ermittelten 
Ergebnisse als objektiv angesehen werden können, da die OD-Werte automa-
tisch gelesen und als numerischer Wert angegeben werden (Harman et al., 
2000). 
Die Methode der Immunfluoreszenz mit COS-7-Zellen, die mit Dsc1-3 transfi-
ziert wurden, kann nicht als ideale diagnostische Maßnahme angesehen wer-
den; Dmochowski et al. berichteten hierzu, dass einige der Seren, die sie mit-
tels COS-7-Zellen auf Reaktivität gegen Dsc testen wollten, teilweise sehr hohe 
Hintergrund-Aktivität allein schon auf nicht-transfizierten COS-7-Zellen zeigten, 
welche sich auch nicht mittels Präadsorptionsmethoden eliminieren ließ (Dmo-




chowski et al., 1999). Zudem handelt es sich hierbei um eine qualitative Unter-
suchung, mit der das Screening vieler Patientenseren zur gleichen Zeit nicht so 
einfach möglich ist (Harman et al., 2000).  
4.9 Pathogenität der anti-Dsc-Autoantikörper 
Für anti-Dsg3- sowie anti-Dsg1-Autoantikörper konnte bereits demonstriert 
werden, dass es sich um pathogene Antikörper handelt, da ihre Injektion in ne-
onatale Mäuse eine Blasenbildung induzierte (Amagai et al., 1992; Ding et al., 
1999). Zudem konnten Supapannachart et al. in einer früheren Studie zum IgA-
Pemphigus zeigen, dass die Seren von zwei Patienten mit dem SPD-Typ des 
IgA-Pemphigus eine Akantholyse in einer Haut-Explantat-Kultur induzieren 
konnten (Supapannachart et al., 1993).  
Diese Erkenntnisse werfen unvermeidlich die Frage auf, ob es sich auch bei 
den anti-Dsc-Autoantikörpern um pathogene Antikörper handelt, die ebenfalls in 
der Lage sind, eine Blasenbildung zu induzieren. In einer kürzlich publizierten 
Studie konnten Chen et al. zeigen, dass Dsc3 für die epidermale Integrität ent-
scheidend ist; sie etablierten ein Maus-Modell mit Maus-Linien mit einer konditi-
onalen Dsc3-null-Mutation und konnten zeigen, dass der Verlust der Dsc3-
Funktion in der Epidermis eine beeinträchtigte Zell-Zell-Adhäsion verursachte, 
welche zu intraepidermaler Blasenbildung führte. Die Läsionen der Dsc3-null-
Haut ähnelten histologisch denen, die man bei Patienten mit PV beobachten 
kann, was nahe legt, dass eine gestörte Funktion des Dsc3, beispielsweise 
durch Mutation des Dsc3-Gens oder durch Autoantikörper gegen das Dsc3-
Protein, eine potentielle Ursache von PV-artigen, blasenbildenen Hauterkran-
kungen sein könnte (Chen et al., 2008).  
Indirekte Evidenz für die Pathogenität von anti-Dsc-Autoantikörpern ist durch 
den in dieser Arbeit beschriebenen europäischen Patienten mit atypischem 
Pemphigus gegeben, bei dem, einhergehend mit der Blasenbildung und Akan-
tholyse, IgA-Autoantikörper gegen Dsc nachweisbar waren. Es wäre wün-
schenswert, in der Zukunft Maus-Modelle unter Verwendung von anti-Dsc-




Antikörpern zu etablieren, um die Pathogenität dieser genauer untersuchen zu 
können. 
4.10 Ausblick 
Obwohl die Bildung von anti-Dsc-Antikörpern auf Patienten mit seltenen Pem-
phigus-Entitäten beschränkt zu sein scheint, sollte ihre Detektion in noch fol-
genden Studien kontinuierlich weitergeführt werden. Dadurch wäre es vielleicht 
möglich, neue Pemphigus-Entitäten zu definieren, die in die bisher bestehende 
Pemphigus-Klassikation nicht sicher einzuordnen sind. Neben dem in dieser 
Arbeit beschriebenen Patienten mit atypischem Pemphigus haben auch andere 
Arbeitsgruppen Patienten mit atypischen Pemphigus-Erkrankungen mit teilwei-
se bisher einzigartigen Autoantikörper-Profilen beschrieben (Chorzelski et al., 
1994; Weston et al., 1998; Dmochowski et al., 1999; Gooptu et al., 1999; Koz-
lowska et al., 2003; Hisamatsu et al., 2004; Heng et al., 2006; Bolling et al., 
2007). Möglicherweise existieren hier bisher noch unbekannte Pemphigus-
Formen, die in zukünftigen Studien genauer klassifiziert werden könnten. Unter 
diesem Aspekt könnte auch genauer erforscht werden, ob bestimmte Autoanti-
körperprofile in Fällen von Patienten mit atypischem Pemphigus für bestimmte 
klinische Phänotypen verantwortlich sind. Der ELISA stellt für die Detektion von 
Autoantikörpern eine sehr praktikable und objektive Untersuchungsmethode 
dar, die es erlaubt, eine große Anzahl von Seren zur gleichen Zeit mit ver-
gleichbar geringen Aufwand zu untersuchen. Wie oben beschrieben, scheinen 
jedoch bisher nicht alle relevanten Dsc-Epitope im ELISA exprimiert zu werden, 
wie beispielsweise bestimmte Dsc1-Epitope, die von IgA-Pemphigus-Seren des 
SPD-Typs erkannt werden. Hier muss versucht werden, die Expression der Dsc 
zu optimieren. Für die Detektion von Autoantikörpern in Seren von Patienten mit 
atypischem Pemphigus scheint der ELISA eine geeignete Screening-Methode 
zu sein, die in der Zukunft zur Identifizierung von anti-Dsc-Antikörpern breite 
Anwendung finden sollte.  
Zudem sollte weiterhin die Assoziation der Pemphigus-Erkrankung mit inflam-
matorischen Erkrankungen untersucht werden; auf diese Art und Weise könn-




ten auslösende Faktoren der Pemphigus-Erkrankung möglicherweise identifi-
ziert und gezielt eliminiert werden. 
Die Identifizierung neuer Pemphigus-Entitäten und damit verbundener individu-
eller Autoantigene würde möglicherweise eine gezieltere Therapie der einzel-
nen Erkrankungen möglich machen. Bisher ist nicht klar erwiesen, ob es sich 
bei anti-Dsc-Antikörpern um pathogene Antikörper handelt. Hier könnte ein 
Maus-Modell etabliert werden, mit dem die Pathogenität der anti-Dsc-
Autoantikörper gezielt untersucht werden könnte. Wäre dies der Fall, würden 
sich für betroffene Patienten auch ggf. neue Therapieoptionen eröffnen. Es 
konnte bereits gezeigt werden, dass die gezielte Immunadsorption von Autoan-
tikörpern bei Pemphigus-Patienten eine effektive, sichere und gut tolerierte The-
rapieoption darstellt (Eming und Hertl, 2006). Eine spezifische Immunadsorption 
von anti-Dsc-Autoantikörpern wäre ebenfalls eine denkbare Therapieoption und 
würde möglicherweise die Prognose von bisher noch wenig bekannten, atypi-
schen Pemphigus-Erkrankungen verbessern. 





Bullöse Autoimmundermatosen der Pemphigus-Gruppe sind durch Autoantikör-
per charakterisiert, die sich gegen desmosomale Adhäsionsproteine richten; zu 
diesen zählen Desmogleine (Dsg1-4) sowie Desmocolline (Dsc1-3). Es ist be-
reits bekannt, dass Dsg1 und Dsg3 wichtige Autoantigene des Pemphigus vul-
garis (PV) darstellen, welcher die häufigste Form der Pemphigus-Erkrankungen 
repräsentiert. Über die Rolle der Dsc als Autoantigene der Pemphigus-
Erkrankung ist weitaus weniger bekannt. Ziel dieser Arbeit war es, die Präva-
lenz von anti-Dsc-Autoantikörpern in einem Kollektiv europäischer Pemphigus-
Patienten mittels Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) und Western 
Blot zu erfassen. 
Hierfür wurden zunächst rekombinante Dsc1-3-Proteine im Baculovirus-
Expressionssystem exprimiert und affinitätschromatographisch aufgereinigt; 
mittels dieser rekombinanten Proteine wurde ein ELISA zur Detektion von IgG- 
und IgA-Autoantikörpern gegen Dsc1-3 an Patientenseren etabliert.  
Es wurde eine Kohorte von 82 PV-Patienten, die sich in unterschiedlichen klini-
schen Stadien (akut, chronisch, in Remission) befanden und verschiedene klini-
sche Phänotypen (mukosal, mukokutan, kutan) aufwiesen, fünf Patienten mit 
IgA-Pemphigus, drei Patienten mit paraneoplastischem Pemphigus (PNP), zwei 
Patienten mit atypischen Pemphigus-Erkrankungen, 32 bisher noch nicht genau 
klassifizierte Patienten, bei denen der Verdacht auf eine Pemphigus-
Erkrankung bestand, sowie 22 gesunde Kontrollpersonen mittels ELISA auf das 
Vorhandensein von anti-Dsc-Autoantikörpern untersucht. Patienten, die im 
ELISA positiv reagierten, wurden zusätzlich mittels Western Blot auf Autoanti-
körper gegen Dsc getestet. 
Einer der Patienten mit atypischem Pemphigus zeigte eine deutliche IgG- und 
IgA-Reaktivität gegen Dsc1. Der zweite Patient mit atypischem Pemphigus 
zeigte eine deutliche IgA-Reaktivität gegen Dsc1 und Dsc3 sowie eine schwa-
che IgA-Reaktivität gegen Dsc2. Ein Patient mit IgA-Pemphigus war IgA-positiv 
gegen Dsg1, Dsc1 und Dsc2, und ein Patient mit PNP war IgG-positiv gegen 
Dsc3. Im Gegensatz dazu zeigte keiner der PV-Patienten, unabhängig vom 
Krankheitsstadium sowie vom klinischen Phänotypen, sowie keiner der Patien-




ten mit Verdacht auf Pemphigus Reaktivität gegen Dsc. Zudem war bei keiner 
der 22 getesteten gesunden Kontrollpersonen IgG- oder IgA-Reaktivität gegen 
die rekombinanten Dsc detektierbar. 
Demzufolge kann aus dieser Arbeit geschlossen werden, dass Dsc keine häufi-
gen Autoantigene des Pemphigus vulgaris darstellen, aber in seltenen (i.e. IgA-
Pemphigus und PNP) sowie atypischen Pemphigus-Erkrankungen als Autoanti-
gene detektiert werden können. Die Generierung von Autoantikörpern gegen 
Dsc geschieht möglicherweise aufgrund des Prinzips des Epitope Spreading. 
Die Aquirierung von Daten anti-Dsc-positiver Patienten und ihre Charakterisie-
rung wird möglicherweise dazu beitragen, bisher noch unbekannte Pemphigus-
Entitäten zu definieren. 
Der für diese Arbeit etablierte Dsc-ELISA wird bereits routinemäßig zur Dia-
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7.1 IgG-Reaktivitäten der PV-Patienten gegen Dsg3 und Dsc1-3 im 
ELISA 
PV-Patient Stadium Phänotyp anti-Dsg3-IgG anti-Dsc1-IgG anti-Dsc2-IgG anti-Dsc3-IgG 
P254 a m 1,245 0,274 0,2845 0,2505 
P261 a m 1,1915 0,327 0,348 0,302 
P1305 a m 0,468 0,251 0,2905 0,27 
P1698 a m 0,6965 0,252 0,2795 0,268 
AC115 a mc 0,9065 0,231 0,2555 0,2285 
P83 a mc 0,832 0,2685 0,3415 0,2835 
P206 a mc 0,6475 0,221 0,274 0,261 
P207 a mc 0,9865 0,18 0,199 0,2835 
P236 a mc 1,109 0,224 0,2555 0,2365 
P238 a mc 1,1435 0,268 0,311 0,282 
P239 a mc 0,807 0,2695 0,282 0,2915 
P250 a mc 0,553 0,2165 0,3075 0,309 
P260 a mc 1,034 0,2325 0,224 0,218 
P326 a mc 1,0015 0,191 0,3165 0,2215 
P441 a mc 1,354 0,1915 0,263 0,23 
P452 a mc 2,6185 0,186 0,242 0,237 
P489 a mc 1,4045 0,211 0,281 0,2615 
P700 a mc 0,534 0,202 0,2295 0,185 
P1053 a mc 0,5235 0,296 0,3405 0,2755 
P1092  a mc 1,3 0,204 0,2635 0,193 
P1248 a mc 0,7955 0,3715 0,2765 0,2285 
P1699 a mc 0,943 0,2715 0,2905 0,3125 
P1721 a mc 0,7045 0,1915 0,215 0,176 
P1729 a mc 0,9025 0,1745 0,1755 0,151 
P1740 a mc 1,261 0,2295 0,2515 0,2045 
P35 a c 0,8385 0,2055 0,222 0,187 
P246 a c 0,442 0,209 0,268 0,1795 
P75 c m 0,631 0,229 0,2055 0,211 
P138 c m 0,428 0,314 0,2705 0,2215 
P192 c m 1,3955 0,22 0,2455 0,2025 
P193 c  m 0,566 0,174 0,194 0,211 
P197 c m 0,754 0,2055 0,23 0,198 
P202 c m 0,696 0,2235 0,358 0,2065 
P203 c m 0,979 0,198 0,1995 0,202 
P234 c m 0,8155 0,222 0,219 0,214 
P823 c m 1,017 0,3185 0,338 0,3475 
P1149 c m 0,784 0,195 0,203 0,185 
P55 c mc 1,1175 0,1915 0,243 0,202 
P87 c mc 0,79 0,2545 0,2465 0,229 
P92 c mc 0,7665 0,175 0,1925 0,1645 
P184 c mc 0,424 0,323 0,278 0,2865 
P187 c mc 0,5605 0,2775 0,2955 0,299 
P191 c mc 0,8295 0,309 0,3615 0,3195 




P194 c mc 0,8835 0,3295 0,3735 0,3475 
P196 c mc 0,7525 0,193 0,1975 0,2115 
P201 c mc 1,074 0,312 0,355 0,3405 
P235 c mc 0,749 0,243 0,294 0,26 
P237 c mc 0,927 0,2935 0,336 0,2985 
P241 c mc 0,857 0,1705 0,2215 0,201 
P247 c mc 0,844 0,271 0,22 0,247 
P251 c mc 1,302 0,2885 0,3 0,2715 
P332 c mc 0,8795 0,197 0,1895 0,1795 
P474 c mc 1,024 0,246 0,317 0,2545 
P492 c mc 1,0055 0,1835 0,17 0,16 
P525 c mc 0,947 0,202 0,1705 0,1545 
P605 c mc 0,4925 0,1905 0,292 0,3465 
P615 c mc 0,788 0,271 0,281 0,262 
P646 c mc 0,5555 0,3465 0,3555 0,359 
P717 c mc 0,655 0,3325 0,3665 0,3405 
P893 c mc 0,4285 0,2045 0,235 0,2575 
P980 c mc 0,451 0,202 0,218 0,193 
P999 c mc 1,106 0,2325 0,2435 0,219 
P1048 c mc 0,886 0,1905 0,2355 0,2365 
P1426 c mc 0,6855 0,224 0,2255 0,19 
P93 c c 0,416 0,2115 0,277 0,2735 
P104 c c 0,9705 0,1685 0,2185 0,237 
P204 c c 0,982 0,233 0,2845 0,266 
P338 c c 0,4175 0,244 0,269 0,326 
P123 r m 0,2715 0,169 0,169 0,152 
P205 r m 0,198 0,2415 0,3425 0,271 
P1413 r m 0,4325 0,1875 0,228 0,2105 
P12 r mc 0,2255 0,164 0,1705 0,1525 
P43 r mc 0,5025 0,278 0,283 0,195 
P70 r mc 0,221 0,2665 0,3475 0,3105 
P96 r mc 0,248 0,2945 0,3625 0,3355 
P133 r mc 0,8255 0,204 0,2545 0,2385 
P244 r mc 0,321 0,241 0,3495 0,239 
P256 r mc 0,8865 0,1985 0,2805 0,2005 
P259 r mc 0,1645 0,2005 0,2465 0,217 
P644 r mc 0,1795 0,226 0,2775 0,268 
P709 r mc 0,8625 0,2375 0,2345 0,2185 








7.2 IgG- und IgA-Reaktivitäten der IgA-Pemphigus-Seren gegen Dsg3, 
Dsg1 und Dsc1-3 im ELISA 
7.2.1 IgG-Reaktivitäten der IgA-Pemphigus-Seren 
IgA-P.-Patient  anti-Dsg3-IgG anti-Dsg1-IgG anti-Dsc1-IgG anti-Dsc2-IgG anti-Dsc3-IgG 
M5993 0,3000   0,3305 0,3090 0,3285 
M5708 0,335   0,3475 0,3155 0,344 
P2622 0,244 0,2180 0,319 0,2785 0,2685 
P2299 0,2945 0,2045 0,2535 0,2425 0,307 
3301 0,206 0,215 0,2165 0,198 0,2475 
 
7.2.2 IgA-Reaktivitäten der IgA-Pemphigus-Seren 
IgA-P.-Patient  anti-Dsg3-IgA anti-Dsg1-IgA anti-Dsc1-IgA anti-Dsc2-IgA anti-Dsc3-IgA 
M5993 0,2245   0,2380 0,2705 0,2915 
M5708 0,2575   0,2645 0,2455 0,2890 
P2622 0,332 0,3015 0,1985 0,197 0,2545 
P2299 0,2415 0,2205 0,171 0,2235 0,231 
3301 0,321 0,739 1,2555 1,193 0,297 
 
7.3 IgG- und IgA-Reaktivitäten der PNP-Seren gegen Dsg3 und Dsc1-3 
im ELISA 
7.3.1 IgG-Reaktivitäten der PNP-Seren 
PNP-Patient anti-Dsg3-IgG anti-Dsc1-IgG anti-Dsc2-IgG anti-Dsc3-IgG 
P2120 0,953 0,245 0,2605 0,5265 
P2119 0,4105 0,3115 0,3465 0,287 
P2118 0,4 0,206 0,367 0,257 
   
7.3.2 IgA-Reaktivitäten der PNP-Seren 
PNP-Patient anti-Dsg3-IgA anti-Dsc1-IgA anti-Dsc2-IgA anti-Dsc3-IgA 
P2120 0,192 0,169 0,1885 0,1785 
P2119 0,1695 0,158 0,1635 0,1745 
P2118 0,1425 0,1455 0,1790 0,1890 
 





7.4 IgG- und IgA-Reaktivitäten der Patienten mit atypischem Pemphi-
gus gegen Dsg3 und Dsc1-3 im ELISA 
7.4.1 IgG-Reaktivitäten der Patienten mit atypischem Pemphigus 
atyp. Patient anti-Dsg3-IgG anti-Dsc1-IgG anti-Dsc2-IgG anti-Dsc3-IgG 
P2298(#1) 0,2 1,072 0,238 0,3095 
P2328(#2,Serum1) 0,25125 0,25625 0,246 0,244 
P2708(#2,Serum2) 0,3035 0,27525 0,26625 0,27125 
 
7.4.2 IgA-Reaktivitäten der Patienten mit atypischem Pemphigus 
atyp. Patient anti-Dsg3-IgA anti-Dsc1-IgA anti-Dsc2-IgA anti-Dsc3-IgA 
P2298(#1) 0,206 0,548 0,2715 0,26 
P2328(#2,Serum1) 0,3190 0,3440 0,3105 0,3000 













7.5 IgG- und IgA-Reaktivitäten der Patienten mit Verdacht auf Pemphi-
gus gegen Dsg3 und Dsc1-3 im ELISA 
7.5.1 IgG-Reaktivitäten der Patienten mit Verdacht auf Pemphigus 
Patient anti-Dsg3-IgG anti-Dsc1-IgG anti-Dsc2-IgG anti-Dsc3-IgG 
P1920 0,147 0,1925 0,263 0,2225 
P1805 0,181 0,2335 0,346 0,2985 
P1601 0,126 0,148 0,2015 0,174 
P489 1,4045 0,211 0,281 0,2615 
P22 0,169 0,1785 0,2325 0,224 
P 50 0,1945 0,2155 0,2785 0,2545 
P1911 0,1945 0,231 0,307 0,2685 
P79 0,2565 0,258 0,3215 0,3195 
P80 0,1725 0,1805 0,1815 0,1875 
P1611 0,352 0,3005 0,322 0,3155 
P2011 0,3105 0,2685 0,3395 0,327 
P1747 0,3045 0,292 0,261 0,2465 
P2044 0,565 0,225 0,218 0,205 
P330 0,2725 0,217 0,242 0,184 
160030 1,1885 0,195 0,1965 0,187 
P1555 0,238 0,276 0,3525 0,3215 
P740 0,2385 0,2505 0,2575 0,2085 
P2123 0,9695 0,2045 0,237 0,2225 
P56 1,3285 0,1485 0,171 0,182 
P2225 0,4565 0,2115 0,2325 0,252 
P2226 0,5745 0,2205 0,3595 0,37 
P2324 0,2710 0,2680 0,2785 0,2790 
P2325 0,2835 0,313 0,298 0,2975 
M11 699 0,249 0,2475 0,29 0,276 
M47302 0,236 0,2385 0,246 0,271 
M47310 0,256 0,254 0,261 0,292 
M6277 0,2435 0,2875 0,261 0,2555 
M6669 0,2725 0,277 0,2795 0,289 
P2068 0,347 0,1905 0,225 0,234 
P2580 0,247 0,299 0,284 0,266 
P2635 0,126 0,1715 0,1925 0,187 










7.5.2 IgA-Reaktivitäten der Patienten mit Verdacht auf Pemphigus 
Patient anti-Dsg3-IgA anti-Dsc1-IgA anti-Dsc2-IgA anti-Dsc3-IgA 
P1920 0,2065 0,1575 0,172 0,1975 
P1805 0,276 0,332 0,323 0,291 
P1601 0,335 0,1625 0,158 0,202 
P489 0,3205 0,2215 0,257 0,2855 
P22 0,195 0,132 0,143 0,199 
P 50 0,219 0,126 0,1335 0,1655 
P1911 0,247 0,137 0,1805 0,155 
P79 0,193 0,1455 0,1485 0,1865 
P80 0,3 0,161 0,169 0,206 
P1611 0,17 0,1725 0,1945 0,204 
P2011 0,138 0,151 0,1725 0,179 
P1747 0,1605 0,166 0,179 0,2065 
P2044 0,184 0,161 0,205 0,2475 
P330 0,2355 0,158 0,183 0,188 
160030 0,328 0,153 0,1895 0,239 
P1555 0,1415 0,153 0,1575 0,2955 
P740 0,202 0,1545 0,175 0,2045 
P2123 0,1945 0,1815 0,2745 0,1925 
P56 0,1885 0,2055 0,2065 0,226 
P2225 0,196 0,194 0,2405 0,266 
P2226 0,323 0,2465 0,2565 0,3115 
P2324 0,3075 0,2755 0,2605 0,2955 
P2325 0,2075 0,1515 0,1915 0,2450 
M11 699 0,2665 0,2455 0,2975 0,2960 
M47302 0,2260 0,2330 0,2465 0,2945 
M47310 0,2125 0,2250 0,2400 0,2675 
M6277 0,2370 0,2285 0,2355 0,2420 
M6669 0,2385 0,2420 0,2255 0,2510 
P2068 0,1745 0,1635 0,1815 0,1915 
P2580 0,357 0,175 0,1725 0,207 
P2635 0,1275 0,14 0,1435 0,1755 









7.6 IgG- und IgA-Reaktivitäten der gesunden Kontrollpersonen gegen 
Dsg3 und Dsc1-3 im ELISA 
7.6.1 IgG-Reaktivitäten der gesunden Kontrollpersonen 
Kontrolle anti-Dsg3-IgG anti-Dsc1-IgG anti-Dsc2-IgG anti-Dsc3-IgG 
K1 0,311 0,3095 0,277 0,2605 
K2 0,2325 0,26 0,2925 0,2955 
K3 0,1445 0,1615 0,191 0,2085 
K4 0,189 0,2535 0,3215 0,307 
K5 0,324 0,326 0,3185 0,296 
K6 0,2 0,2815 0,345 0,314 
K7 0,2845 0,2415 0,232 0,1835 
K8 0,1715 0,2365 0,2355 0,2725 
K9 0,1655 0,179 0,1635 0,165 
K10 0,157 0,183 0,235 0,209 
K11 0,2455 0,205 0,212 0,18 
K12 0,1825 0,171 0,1925 0,1685 
K13 0,1705 0,177 0,277 0,2325 
K14 0,241 0,243 0,2195 0,1985 
K15 0,3575 0,276 0,209 0,181 
K16 0,2105 0,1875 0,2025 0,1915 
K17 0,1375 0,158 0,159 0,1545 
K18 0,2585 0,3215 0,349 0,3595 
K19 0,1395 0,1605 0,154 0,1495 
K20 0,13 0,1725 0,185 0,142 
K21 0,206 0,243 0,3085 0,254 













7.6.2 IgA-Reaktivitäten der gesunden Kontrollpersonen 
Kontrolle anti-Dsg3-IgA anti-Dsc1-IgA anti-Dsc2-IgA anti-Dsc3-IgA 
K1 0,235 0,221 0,247 0,3025 
K3 0,122 0,125 0,1365 0,1495 
K4 0,191 0,205 0,2215 0,2225 
K7 0,1495 0,1455 0,1455 0,17 
K8 0,1475 0,156 0,156 0,1605 
K9 0,1195 0,13 0,186 0,212 
K10 0,2105 0,1995 0,21 0,233 
K11 0,1885 0,1875 0,212 0,2145 
K12 0,2105 0,1435 0,1625 0,231 
K13 0,1145 0,119 0,149 0,1815 
K14 0,112 0,1125 0,13 0,203 
K15 0,1215 0,125 0,142 0,168 
K16 0,12 0,146 0,16 0,177 
K17 0,1715 0,1645 0,206 0,1905 
K18 0,124 0,124 0,1295 0,162 
K19 0,203 0,18 0,162 0,181 
K23 0,1565 0,1505 0,153 0,1725 
K24 0,128 0,135 0,1545 0,192 
K25 0,134 0,137 0,143 0,1935 
K26 0,1465 0,143 0,141 0,157 
K27 0,138 0,126 0,142 0,167 
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